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PRÉFACE DE L'AUTEUR 



La première édition de ce manuel a paru en 
1885, comme réimpression des articles publiés par 
moi dans le Nordiskt Medicinskù Arkiv. Les nom- 
breux travaux publiés depuis sur la bactériologie 
m'ont forcé de faire, on le comprend, des additions 
importantes à tous les chapitres. 

Dans ce travail, j'ai en vue deux objets princi- 
paux : faire une description générale des principes 
de la bactériologie à Tusage des médecins et des 
vétérinaires, et tracer un plan d'études permettant 
à ceux qui veulent travailler ces questions chez 
eux, sans professeur, de pouvoir entreprendre et 
mener à bien les expériences fondamentales qui 
ont pris une telle importance en pathologie et en 
hygiène. Je n'ai pas essayé de faire un exposé 
absolument complet de la technique bactériologique, 
mais seulement de décrire les méthodes simples et 
les appareils que la modicité de leur prix permet 
à chacun de se procurer, formant ainsi à peu de 
frais un laboratoiierçMtkuU^: j'ai mis tous mes 
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efforts à faire ces descriptions d'une façon aussi élé- 
mentaire et à la fois aussi complète que possible. 

A ceux qui veulent pousser plus loin l'étude de 
la bactériologie, les traités complets et détaillés ne 
manquent pas aujourd'hui dans toutes les langues, 
et ils n'ont que l'embarras du choix. 

C.-J. SALOMONSEN. 



PRÉFACE DU TRADUCTEUR 



L'auteur â pris soin d'exposer lui-même, dans sa 
préface, quel but il avait en publiant son traité ; 
nous insisterons particulièrement sur ce point, qu'il 
s'est attaché surtout à décrire les méthodes les 
plus simples et les moins coûteuses. On est un peu 
effrayé, lorsqu'on ouvre un traité de bactériologie, 
du matériel dispendieux qu'il faut posséder pour 
arriver aux résultats les plus élémentaires; et, 
cependant, il n'est pas un médecin un peu au courant 
de la science qui n'ait le désir de se rendre compte 
par lui-même des expériences dont les colonnes des 
journaux médicaux sont remplies, et l'occasion de 
vérifier par des cultures ou des inoculations, la 
nature d'une substance virulente quelconque. Ces 
constatations deviennent absolument nécessaires, 
maintenant que la médecine publique prend de jour 
en jour une plus grande importance, et que chaque 
praticien de province peut être appelé à requérir les 
pouvoirs administratifs dans les questions de mala- 
dies épidémiques ou contagieuses. 

Or, les laboratoires officiels sont loin, et il s'agit 
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de réaliser une inslallalîon suffisante avec des res- 
sources le plus souvent très restreintes. 

C'est à cela que répond le traité de M. Salomon- 
sen, et c'est ce qui nous a engagé à en publier la 
traduction, malgré le nombre considérable des trai- 
tés de bactériologie déjà publiés. 

Ce livre a été écrit à Tépoque où l'outillage dès 
laboratoires n'était pas aussi perfectionné qu'il l'est 
aujourd'hui, et l'auteur, ayant eu à surmonter lui- 
même les difficultés et les tâtonnements des pre- 
miers temps, a mis dans ses descriptions une miau- 
tie et une profusion de détails qui pourront éviter 
bien des fausses manœuvres aux médecins qui veu- 
lent faire chez eux des recherches microbiologi- 
ques; entre plusieurs méthodes, il a soin de choisir 
celle qui est la plus facile à employer, et son ingé- 
niosité l'a amené à tirer parti des objets les plus 
usuels, pour remplacer les appareils compliqués et 
coûteux. 

M. Salomonsen a pris soin de faire à son livre 
toutes les retouches eU toutes les additions nécessi- 
tées par les nombreux travaux publiés depuis 1885: 
il a notamment écrit tout un chapitre nouveau sur 
les Protozoaires, dont il n'était pas question dans 
la première édition. 

R. D. F, 
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TECHNIQUE 

BACTÉRIOLOGIQUE 



CHAPITRE PREMIER 

stérilisation. 



Une technique bactériologique a pour premier objet 
d'enseigner à isoler les espèces microbiennes les unes des 
autres et à cultiver séparément chacune de ces espèceis 
à l'état de pureté. La culture j^ure ^%\ la condition essen- 
tielle de toute étude consciencieuse sur la morpholoigie 
et la physiologie des micro-organismes ; si Ton n'est 
pas profondément imbu de ce principe, on est certain 
d'aboutir à de graves mécomptes; et l'histoire, encore 
bien courte, de la bactériologie n'est que trop remplie 
de recherches sans valeur et de résultats douteux, qu'il 
faut attribuer uniquement à l'emploi de méthodes im- 
parfaites. " \ 

On sait que la culture pure d'une forme microbienne 
isolée est entourée de difficultés sans nombre, dues à 
l'extrême petitesse, à l'énorme quantité et à l'extraor- 
dinaire diffusion (on pourrait dire à l'omniprésence) dés 
micro-organismes. La poussière en suspension dans 
l'air, est remplie de microbes et de spores, qui se dépo- 
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sent sur les objets laissés à découvert, et sont suscepti- 
bles de proliférer; chaque contact des mains ou des 
vêtements expose au même danger. Il faut avant tout, 
apprendre à surveiller et à combattre cette source de 
contamination; car il vc^ de soi que tous les vases, ins- 
truments, liquides, etc., destinés aux cultures doivent 
être propres, non seulement dans le sens où l'entendent 
les chimistes, mais encore dans l'acception bactériolo- 
gique du mot, c'est-à-dire stériles^ ne contenant aucun 
germe vivant. 

La chaleur est le moyen de stérilisation le plus géné- 
ralement employé, mais il faut . en user de différentes 
manières et à différents degrés, suivant les substances 
que Ton veut stériliser : on stérilise une aiguille de pla- 
tine, par exemple, en la faisant rougir directement dans 
la flamme, tandis qu'on détériorerait sûrement une lame 
de couteau ou une paire de ciseaux en les traitant ainsi. 
On" ne peut que « flamber » ces derniers, c'est-à-dire les 
passer doucement dans la flamme en les tournant de 
différents côtés, jusqu'à ce qu'on soit sûr que toute la 
surface a été chauffée au moins à + 200o, et qu'ainsi 
tous les germes qui pouvaient s'y trouver ont été 
brûlés. 

Mais on ne peut qu'exceptionnellement porter au rouge 
ou flamber les objets dont on se sert; pour la verrerie, 
les instruments métalliques, l'ouate, le papier, etc., on 
les stérilise le plus souvent par Tair chaud à + loO*". 
Dans la préparation de la plupart des milieux de culture, 
solides ou liquides, on atteint rapidement et sûrement 
le but au moyen de la marmite de Papin, de « Y auto- 
clave », dans lequel la stérilisation est obtenue par la 
vapeur sous pression à 4- 110° et -j- i20°. On peut se 
contenter de porter ces substances à la température 
d*ébullitioh, soit eh les chaufTant à l'air libre, soit en les 
portant aux environs dé + 100% au ihoyèn d'un courant 
de iàpèur. lîâiis certains cas, cependant, ori petit n'àvoli: 
Bêàbiri que d'une lèmpèràturë de + 60« & 4= 1Ù^ gôut 



STERILISATION 



tuer les germes, par exemple, lorsqu'on se sert de sé- 
rum. Enfin, quelquefois on a recours à la filtratîon et aux 
solutions dénnfeclanl<^s pour obtenir la stérilisation. 

Voici quels sont les instruments strictement néces- 
saires pour pratiquera stérilisation, soit des appareils, 




soit des milieux de cultures employés dans la recherche 
des microbes. 

1. Une étnve à stériliser, dans laquelle les objets en 
verre, métal, colon, papier, etc., sont portés h la tem- 
pérature de + 150° environ, au moyen de l'air chaud. 

On se sert, dans les laboratoires, d'une caisse de 
métal à double paroi, mesurant 30 centimètres de haut, 
sur 33 centimètres de large et 23 centimètres de profon- 
deur; il y a un orifice en haut pour laisser passer un 
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thermomètre, une porte sur la paroi latérale, et, au mi- 
lieu de la paroi inférieure, une lame métallique mobile 
que Ton peut changer lorsqu'elle a été brûlée par la 
flamme du gaz qui la lèche constamment. 

On peut établir à moins de frais une étuve à stériliser 
avec une vulgaire botte à biscuits métallique (mesurant 
environ 24 centimètres de haut, sur 22 centimètres de 
large et 24 centimètres de profondeur), que l'on peut 
avoir à bas prix chez tous les épiciers. Dans le couvercle, 
on découpe un orifice arrondi auquel s'adapte un bou- 
chon percé d'un trou, destiné à laisser passer et à main- 
tenir un thermomètre gradué jusqu'à + 200*. La venti- 
lation est obtenue au moyen de petits trous pratiqués 
dans chacune des parois latérales, près du fond et près 
du couvercle. Dans la boîte, on dispose une feuille de 
grillage en fer galvanisée, carrée, et dont les côtés sont 
repliés en dessous, de façon à former une sorte de banc, 
distant du fond de 2 centimètres; les objets à stériliser, 
qu'elle est destinée à supporter, ne peuvent ainsi être en 
contact avec la paroi inférieure. La boîte est recouverte 
avec une substance mauvaise conductrice de la chaleur, 
le feutre par exemple ; un morceau couvre le couvercle, 
avec un orifice permettant le passage du bouchon et du 
thermomètre ; on prend un autre morceau assez long 
pour entourer les quatre côtés de la boite, et d'une lar- 
geur suffisante pour en garnir les trois quarts supérieurs, 
laissant un petit espace libre pour les trous de ventila- 
tion. Il vaut mieux laisser aussi libre le quart inférieur, 
pour éviter de roussir ou brûler le feutre. On fixe cette 
bande de feutre en roulant autour plusieurs tours de 
ficelle ou de fil de fer (Fig. 1 et 2). 

On place la boîte sur un ou deux trépieds de fer, d'un 
usage courant dans les laboratoires, et on chauffe en 
plaçant au-dessous un ou plusieurs becs de gaz. Il faut 
avoir soin d'interposer entre la flamme et le fond de la 
boîte une lame de fer-blanc, pour empêcher ce fond 
d'être brûlé. Si l'on n'a pas le gaz ài portée, on peut 
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Organiser un petit fourneau à pétrole avec une ou deux 
mèches. 

Comparé avec les grandes et coûteuses étuves munies 
de ventilateurs et de thermo-régulateurs, cet appareil 
primitif présente quelques inconvénients, mais ces der- 
niers sont compensés par sa parfaite utilisation et son 
extrême bon marché. 

Il faut prendre grand soin de préserver les objets sté- 
rilisés de toute nouvelle impureté, lorsqu'on les sort de 
Tétuve. Les flacons et les tubes qui sont mis à l'abri de 
la pénétration des germes par des tampons d'ouate ou 
de toute autre manière, et n'ont pas besoin d'être pro- 
tégés à l'extérieur, peuvent être retirés de Tétuve après 
avoir été chauffés à + 15(>* pendant une demi-heure à 
une heure, et posés n'importe où sans autre précaution 
que de les envelopper de papier pour les préserver de la 
poussière. Mais les objets qui doivent être parfaitement 
stérilisés sur toutes leurs faces, tels que verres de mon- 
tre, larges plaques de verre, etc., doivent être soigneu- 
sement enveloppés d'une double épaisseur de papier 
fin et solide avant d'être placés dans l'étuve. Les ger- 
mes de l'air ne peuvent passer à travers ce papier, et 
Ton conserve ainsi les objets suffisamment stériles pen- 
dant longtemps. 

Le papier et l'ouale seront placés aussi loin que pos- 
sible du fond, de l'étuve, de façon à ce qu'ils ne puissent 
être carbonisés par la chaleur prolongée. 

Le papier et l'ouate (ouate non hydrophile) prennent une cou- 
leur jaune brun lorsqu'ils ont étémaintenus pendant longtemps aune 
chaleur de + 140* à + 150° : cette coloration témoigne que la cha- 
leur de l'étuve a été suffisante, sans qu'il soit besoin de recourir 
an thermomètre pour le constater. 

2. Stérilisateur à vapeur de Koch. —La stérilisation h tem- 
pérature d'ébuUition peut évidemment être obtenue par 
la coction dans l'eau ; mais, comme cette méthode n'est 
pas applicable dans beaucoup de cas et qu'elle est tou- 
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jours plus laborieuse et moins fidèle que la stérilisation 
par le courant de vapeur, suivant le procédé de Koch, 
ce. dernier est actuellement employé lorsqu'on veut sté- 
riliser à + 100°. Il présente deux avantages : la chaleur 
pénètre rapidement les objets à stériliser, et la vapeur, 
à cette température (+ 99° à + 100° suivant raltitude), 
stérilise beaucoup plus rapidement que Fair atmosphé- 
rique à un degré de chaleur égal ou supérieur, proba- 
blement pour des raisons d'ordre chimique. 

La figures, représente un appareil à vapeur de Koch, 
d'un modèle simple et peu coûteux. Il consiste en un 
cylindre métallique haut de 50 centimètres , -et ayant 
17 centimètres de diamètre; il est muni d'un petit tube 
de verre (a) fixé en dehors, communiquant avec la par- 
tie inférieure de l'appareil et destiné à indiquer le niveau 
de l'eau (1). 

Le fond, qui est en contact direct avec la flamme, est 
fait d'une lame de fer-blanc plus épaisse que les parois 
latérales. Le haut de Tappareil est fermé par un couvercle 
conique (b) dont le centre est traversé par un tube court 
(c), destiné à recewir un bouchon portant un thermo- 
mètre. Le couvercle et les parois du cylindre sont ordi- 
nairement recouverts de feutre jusqu'à environ 9 centi- 
mètres du fond, quoique ce ne soit pas absolument 
nécessaire. A l'intérieur du cylindre, à des distances de 
14 et 30 centimètres du fond, il y a des rebords saillants, 
sur lesquels on peut poser deux plateaux faciles à dépla- 
cer^ faits en fer-blanc épais, percé de larges trous (rfrf). 
Ils servent à supporter des .seaux en métal (ee) de 
12 centimètres de haut et de 14 centimètres de diamètre, 
dont le fond sera, de préférence, fait d'un grillage à 
larges mailles en fer galvanisé (Fig. 4, B). Ces seaux 
contiennent les objets à stériliser, soit, comme dans 

* 

(1) La grandeur totale de l^appareil, de même que- la proportion 
eûtre. la hauteur et le diamètre peuvent naturellement varier dans 
dèj^randes limites ; la distance entre les plateaux doit être appro- 
^ma^à la hauteur des appareils à èultdré, éU. 
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ia figure 4, des tubes à epsai bouchés avec de Fouate. 

Lorsqu'on veut se servir de Tappareil, on le place sur 
un trépied à fortes tiges de fer (/*). Les seaux sont retirés 
et le cylindre rempli d'eau à la hauteur de 10 centi- 
mètres. Les seaux et ce qu'ils contiennent ayant été remis 
à l'intérieur et le. couvercle en place avec son thermo- 
mètre, on chauffe jusqu'à ébuUition ; au bout de quelque 
temps, la vapeur s'échappe librement autour du cou- 
vercle, qui ne ferme pas hermétiquement, et le thermo- 
mètre marque + 100*" ; les objets sont laissés dans le 
courant de vapeur pendant un temps plus ou moins long 
(vingt minutes ordinairement), le temps étant compté à 
partir du moment où le thermomètre marque + 100® 
(ou bien dès qu'on voit la vapeur s'échapper]. Beaucoup 
d'objets à stériliser peuvent être placés à même sur les 
plateaux ; les instruments très longs sont pendus à l'in- 
térieur de l'appareil, après qu'on a retiré les seaux et les 
plateaux : cette suspension peut se faire à l'aide d'un fil 
de laiton épais, courbé en anse et fixé dans l'ouverture 
-du couvercle (Fig. 4, A). 

On augmente la hauteur de l'appareil, lorsque cela est 
nécessaire, au moyen d'un cylindre de même métal muni 
d'un rebord saillant près de sa base (Fig. 4, G); on place 
celte pièce entre le couvercle et le haut du cylindre. Un 
robinet à la partie inférieure, pour vider l'eau, augmente 
le prix de revient de Tappareil, mais le rend plus 
commode. 

• D'ailleurs, il est facile d'organiser un stérilisateur à 
vapeur avec un simple pot de cuisine. Il n'y a qu'à adap- 
ter au-dessus un cylindre métallique ouvert des deux 
côtés, avec un couvercle et une garniture externe de 
eulre ; ce cylindre doit être muni d'un rebord à 2 cen- 
timètres du bord inférieur, pour le maintenir sur l'ouver- 
ture du pot; il est mieux encore qu'il soit porteur de deux 
anneaux que l'on peut attacher aux oreilles du pot. 

Marmite de Papin. — Autoclave. —11 existe, il est vrai, des 
spores qui peuvent survivre à rébulliiiou pendant plusieurs heures 
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dans l'eau, ou à l'aotion de la vapeur libre, et qui sout lûtes, ou 
contraire, lorsqu'on les chauffe pendant quelques lastanU à + )2I)* 
BOUB pression dans Id marmite de Papin ; cette dernière est donc 
le seul appnreil au moyen duquel on soit fur d'obtenir eu une 
seule Tois et rapidement nue stérilisaljou ubjolue. 

Si donc, OQ peut disposer d'nn autoclave, c'est de lui qu'on devra 
raii-e usage pour la stérilisation, de prèKreaee à tout autre appa- 
reil Le modèle le plus 
en usage dans les labo- 
ratoires français est 
Vautoclaiie de Chamber- 
land, dont nous don- 
nons ci- joint un dessin 
qui nous dispense de 
tonte description (Fig. 
i bis). 

Mode de fonclionne- 

par verser dans la mar ■ 
mita (E) un ou deui 

met en place le panier 
en m de fer (P), conte- 
nant lei objets à atÉri- 
liser; on ferme le cou- 
vorcle en ayant soin de 
toujours visser en mîme 
temps deux boulons op- 
posés, et on ouvre le 
robinet (R},U)-Eo allu- 
mant la rainpe de gaz 

Lieu de mettre l'allu- 
mette enflammée audessus de la rampe avant d'ouvrir le robinet à 
gaz. L'eau entrée en ébulliliou, on laisse sVchapper la vapeur par 
L' robinet (H) pendant quelque temps, afin d'être fur que l'air atmo- 
sphérique est complèlcmeat chassé de l'appareil, puisonferme, et le 
manomëlra commence à mouler (on peut, pour plus de sûreté, 
ouvrir et fermer ce robinet B plusieurs fois). Lorsqu'on arrives la 
température demandée, le plus souvent + 115°, on s'y maintient en 
réglant par tâtonnement l'ouverture des becs de gaz. La stérili- 
sation terminée, on attend que le manomètre soit descendu h 0°, et 
alors seulement on ouvre le robinet R et on desserre les boulons. 
Lorsqu'on veut utiliser l'auloclave pour opérer la stérilisation & 

{!) Le nbinet R, qui i. lort n'est pas Indiqué dans la figors 4 bit, lert I, ]'«. 
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100* sans pression ^ on laisse ouvert le robinet R pendant tout le 
temps dé l'opération. 

Mais c'est là un instrument d'un prix très élevé; d'autre part, 
les spores qui se trouvent dans les milieux de culture, venant de 
l'eau, de l'air, etc., ne sont ordinairement pas assez résistantes 
pour nécessiter absolument l'emploi de Tautoclave; généralement, 
le courant de vapeur à + *00* les détruit, et les expériences faites 
dans un grand nombre de laboratoires de bactériologie ont montré 
que l'appareil de Koch est largement suffisant. Cependant, on doit 
toujours avoir présent à l'esprit que certains germes peuvent résis- 
ter à l'acliou de la vapeur, et Ton doit, pour être sûr de la pureté 
de ses milieux de culture, prendre un certain nombre de précau- 
tions, qui sont : " 

a) La propreté dans les manipulations. Il n'est pas suffisant de- 
se â'^ràla stérilisation finale des matériaux, mais chaque acte de 
la manipulation doit être fait proprement, pour .diminuer les 
chances d'introduction des germes résistants. 

b)Jje chauffage discontinu, — Cette méthode a été employée 
pour la première fois par Tyndall en 1877,pour stériliser l'infusion 
de foin, qui, on le sait, contient des spores dont l'extraordinaire 
vitalité rend insuffisante la stérilisation par l'ébullition pendant 
quelques minutes (Voy. ch. IV. — 2). Tyndall a été conduit 
à ce procédé par le raisonnement suivant : lorsqu'une infusion 
de foin a bouilli pendant quelques minutes, tous les microbes en 
bâtonnets, incapables de- résister, sont morts', tandis que les 
spores de ces bacilles (ou, plus exactement, de quelques-uns de 
ces bacilles) restent vivantes. Si on laisse alors à ces spores le 
temps de germer et si on fait bouillir de nouveau, l'infusion sera 
complètement stérilisée, parce que les spores s'étant développées 
en bâtonnets, ceux-ci sont facilement tués par Tébullition. 

Cependant, comme on ne peut pas être certain que toutes les 
spores ont germé en même temps, on doit répéter cette opération 
plusieurs fois. Il est donc recommandé de soumettre deux .ou trois 
fois à la vapeur les récipients contenant les milieux de cultures, 
avec un jour d'intervalle entre chaque opération ; cela est spécia- 
lement important pour les milieux de culture qui, comme la 
gélatine, ne supportent pas une ébullition prolongée. 

c) L'attente et la surveillance, — Pour plus de sûreté, enfin, on 
laisse les substances ainsi traitées en observation pendant quel- 
que temps avant de s'en servir, de façon à être bien certain 
qu'elles ne contiennent rien qui puisse cultiver. Si on les place 
dans l'^tuve à environ + "35", deux jours d'observation sont 
suffisants. 

3. Bain-marie pour stériliser à une température inférieure à 
celle de rébuUition..— ' Quelques liquides ne supportent pas 
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d'être stérilisés & + 100', parce qu'à une température 
aussi élevée, ils sont susceptibles d'éprouver des modifi- 
cations chimiques qu'on désire éviter pour une raison ou 
pour une autre. Dans ces circonstances, on peut remplacer 
l'action rapide d'une haute température par l'action 
prolongée d'une température moins élevée, jusqu'à 
disparition de tout germe capable 
de cultiver. Cette méthode a été 
inventée par Pasteur, et sur ses 
avis, appliquée sur une large 
échelle à la fabrication des vins' 
(Pasteurisation) pour assurer leur 
stérilisation sans altérer en rien 
leurs qualités. 

Nous allons prendre pour exem- 
ple de ce procédé la préparation 
du si!- um sanguin, suivant la tech- 
nique de Koch, On se sert souvent 
pour cela d'appareils compliqués 
et dispendieux, mais on peut arri- 
ver à un très bon résultat avec un 
simple baquet en métal, semblable 
à ceux dont Koch a fait usage dans 
ses premiers essais. Kig, s. — Bain-mirie pour 

Le réservoir métallique (Fig. S) "tBwiiMri une wirpemiure 
mesure 22 centimiHres - de haut 
sur 13 centimètres de diamètre; le bord supérieur 
est muni d'un rebord saillant de 1 centimètre 1/2. Un 
morceau toile métallique galvanisée, à mailles fines, sert 
de couvercle, et on le fixe en'en repliant le pourvour sur 
le rebord du cylindre. Le réservoir est rempli d'eau, dans 
laquelle on plonge les tubes rempUs de sérum, et placé 
au-dessus d'un bec de gaz ou d'une lampe. Latempé- 
. rature de l'eau se lit sur un thermomètre (è) dont la 
colonne passe à travers un trou du couvercle et dont la 
cuvette est maintenue à quelques centimètres du fond 
par un morceau de toile métalhque dont les bords 
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repliés formenl une EOrte de banc (c). Lorsque l'eau a 
atteint la température nécessaire, ordinairement + 60" 
à + 70°, il est aisé de la maintenir au même point 
pendant longtemps, c'est-à-dire une couple d'heures, au 
moyen d'une faible flamme de gai ou d'alcool; quoiqu'il 
y ait une latitude de quelques 
y-S—^ i ^ £\ degrés, il est préférable de 
*», k J\ ^^ surveiller la températureavec 
^QgP' ^ ^ f^ ' ^ soin, & moins, ce qui vaut 
mieux encore, qu'on ne puisse 
employer le régulateur de 
Bohr(Voy.p...,Fig.27).(Noua 
reviendrons plus tard sur les 
autres détails de préparation 
du sérum.) 

4. Filtres de porcelaine. — La 
chaleur, même peu élevée, 
amène souvent dans les mi- 
lieux de culture des modifi- 
cations chimiques qu'il peut 
être important d'éviter. Dans 
ce cas, on stérilise les liquides 
par la filtration à li avers la 
); B;'piiM.iie pôurrëVuBÏtïiï porcelalne dégourdie (Klebs), 
b^.u^.V.r.'i.'S.'Jx V6h ^r"! ^^ P'**""^ (Pasteur et Miquel). 
■crroirFouvaniBDtiismidaiiaJ- la porcelaine (Chamberland) 
ytic. diMi 'ë teii».)" '*'"'"'"' OU l'amiante {H esse) ; ces sub- 
stances retiennent tous les 
éléments figurés contenus dans les liquides; comme la 
filtration joue un rôle essentiel dans la séparation des 
bactéries d'avec leurs produits solubles, nous allons m> 
sister un peu sur ses modes d'emploi. 

Filtre Chamberland. — Ce filtre consiste en un 
cylindre creux de porcelaine, ou bougie (Fig. 6, A), fermé 
en bas et muni en haut d'un bout en forme d'entonnoir, 
et & surface lisse, auquel on adapte un tuyau de caout- 
chouc. Le filtre est plongé dans le liquide qu'on veut 
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stériliser et l'extrémité supérieure (ouverte) est mise en 
communication avec un systÈme quelconque d'aspiration 
Si la quantité de liquide est trop considérable pour tenir 
dans la cavité du Sltre, on peut interposer un autre 
récipient entre l'aspirateur et la bougie de porcelaine ; 



un flacon laveur ordinaire (Fig. 7, b] peut i-ervtr à cet 
usage. 

On a eu soin, avant de mettre le filtre en marche, de 
fl'assurer qu'il n'y a pas de fentes, dans la paroi, suscep* 
tibles de laisser passer quelques impuretés; pour cela, 
on adapte à l'extrémité conique de la bougie le tuyau 
d'une poire à air de pulvérisateur; la bougie étant 
plongée dans l'eau, on fait fonctionner la poire de 
caoutchouc, et, s'il se forme des bulles d'air dans le 
liquide, c'est que le filtre est abîmé et hors d'usage. 

Il faut aussi assurer la parfaite stérilisation intérieure 
de toutes les parties constituantes du filtre, et voici 
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quelle est la série des opérations à leur faire subir : 
Uexlrémité ouverte du filtre est fermée par un 
tampon d'ouate très serré ; on enveloppe le tout dans du 
papier et on stérilise à + 150°. Les orifices des deux 
tubes du flacon laveur, sont bouchés avec des tampons 
d'ouate, enveloppés dans du papier et stérilisés avec le 
filtre, en même temps que le flacon lui-même. Le bou- 
chon de caoutchouc de ce dernier (percé de deux trous 
pour laisser passer les tubes) et les deux morceaux de 
tuyau de caoutchouc h parois épaisses, destinés à relier 
le flacon avec le filtre et avec Taspirateur, doivent être 
stérilisés d'une autre manière : ils sont mis pendant un 
quart d'heure dans une solution de sublimé à 1 pour 
1000, lavés dans l'eau distillée stérilisée, bouchés avec 
de l'ouate préalablement stérilisée par là chaleur sèche, 
enveloppés dans du papier et exposés à la vapeur pen- 
dant un autre quart d'heure. Cela fait, le filtre est disposé 
aussi rapidement que possible et avec la plus méticuleuse 
propreté, l'opérateur s'étant lavé les mains au sublimé 
Les tubes de verre sont fixés dans le bouchon de 
caoutchouc et celui-ci adapté au flacon laveur, dont on 
a enlevé le tampon d'ouate avec une pince stérilisée. Le 
plus long de ces tubes est réuni au filtre par un tuyau 
de caoutchouc, et le seul tampon d'ouate laissé en place 
est celui qui se trouve en * dans la figure 7. L'appareil 
entier est alors exposé à la vapeur pendant dix minutes, 
après quoi on peut s'en servir. Pour plus de sûreté, on 
a l'habitude, après la dernière stérilisation, d'attacher 
le tuyau de caoutchouc au filtre et aux tubes de verre au 
moyen d'une ficelle, ou mieux encore avec un gros fil 
de laiton, qu'on enroule avec une pince autour du 
tuyau. 

Si, au lieu d'un flacon laveur ordinaire, on se sert d'un 
matras Pasteur, fait entièrement en verre (Voy. 
p. 22), les préparatifs . de la filtration sont beaucoup 
simplifiés. Il est évident, d'autre part, que si l'on a un 
autoclave à sa disposition, on peut se dispenser de 
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toutes ces petites manœuvres que nous avons décrites : 
on réunit à l'avance les différentes pièces de Tappareil, 
qu'elles soient en verre ou en caoutchouc, et on les 
stérilise à + 120° en quelques instants. 

La figure 7 montre rappareil en marche : le filtre est 
plongé dans une éprouvette relativement étroite, qui 
contient le liquide à filtrer ; comme il va jusqu'au ft;>îid 
de l'éprôuvette, toute la surface filtrante est utilisée et 
l'air ne peut pas être aspiré au travers des parois (il 
serait d'ailleurs également stérilisé). L'aspirateur ordi- 
naire (a) est suffisant quand on n'a pas affaire k des 
liquides trop difficiles h filtrer (1). . 

Dans d'autres cas, ou quand on veut avoir une filtra- 
tion rapide, on peut employer une aspiration plus éner- 
gique, soit avec la petite pompe à air recommandée par 
Ghamberland, semblable à celle de l'appareil Potain 
(Fig. 8, a), soit avec une trompe à eau. Si la filtration est 
difficile et qu'on emploie une pompe puissante, il faut 
avoir soin que les parois du flacon soient assez fortes 
pour résister à la pression atmosphérique. Dans ce cas, 
on peut être exceptionnellement obligé de remplacer le 
tuyau de caoutchouc par un tuySiu de plomb (2). 

Lorsque le flacon (b) est rempli du filtrat clair, il est 
d'abord isolé de l'aspirateur, puis le tube (ç) est fermé 
par une pince de Mohr ou un bouchon de verre, après 
quoi on peut séparer le flacon du filtre, sans danger pour 
son contenu. 

Le" filtrat .restant dans la. cavité du filtre peut ne pas 
être perdu. On le verse dans des tubes a culture stérilisés, 
aussitôt que le filtre est mis en communication avec l'air. 
11 est mieux encore de se servir d'une pipette (Fig. 6, B), 

■ ' I 

^i) Les bulles d'air, remontant dans le flacon aspirateur, pour- 
raient, à un moment donné, arrêter la filtration ; cet inconvénient 
est évité en réglant le calibre du tuyau d'écoulement au moyen 
d'une pince de Mohr (Fig. 7). 

(2) Après plusieurs séances de stérilisation parla vapeur, le tuyau 
de caoutchouc, même épais, devient trop mou pour qu'on puisse 
en faire usage. 
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bouchée en haut avec de Touate, tandis que le tube au- 
dessous de la partie ballonnée est assez long pour 
atteindre le fond de la bougie filtrante et assez étroit 
pour passera travers'son ouverture; avant de s'en servir, 
cet instrument est fermé ^ la lampe, stérilisé et flambé 
comme une pipette ordinaire de Pasteur, dont ce n'est, 
du reste, qu'un modèle agrandi (Voy. Fig. 22). 

Après qu'on s'en est servi, on nettoie le filtre Cham- 
berland, suivant les cas, soit en en brossant simplement 





Fig. g. ^ l'etite bougie filtrante actionDée par une pompe 

à air (a). 



la surface datns l'eau, soit en se servant en 
plus de substances chimiques antisepti- 
ques. Parfois il peut être nécessaire de rin- 
cer à fond les pores de la porcelaine en y 
faisant passer de Teau avant de la sécher 
et de la stériliser de nouveau. 
On y arrive rapidement par le procédé suivant (Fig. 6, 
c) : le filtre est plongé dans un vaste récipient plein d'eau 
que l'on place très haut, sur une planche ou une armoire ; 
un tuyau de caoutchouc, long de plusieurs pieds, est 
attaché à l'extrémité ouverte du filtre et muni d'un tube 
de verre sur un point de son parcours : le filtre et le lube 
sont remplis d'eau avant d'être réunis l'un à l'autre; 
cette disposition permet à l'eau du récipient de filtrer 
à travers les parois de la porcelaine, opérant ainsi un 
lavage de ses conduits poreux. 

Après un usage prolongé, la surface de la bougie fil- 
trante se couvre d'une couche boueuse jaunâtre, plus ou 
moins adhérente, qui peut obstruer les pores et ralentir 
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la filtration. Pour « régénérer » le filtre, on enlève la 
plus grande partie dos impuretés par le lavage et le 
brossage, puis on fait sécher et on porte au rouge à Taide 
d'un bec de Bunsen. Une fois refroidie, la bougie a repris 
sa coloration blanchâtre. 

Lorsqu'on a affaire à une petite quantité de liquide, 
on peut se servir de la petite bougie-filtre à parois 
minces (Fig. 6, E) ; elle a une longueur de 15 centimètres 
avec une cavité de 2 millimètres de diamètre. 

C'est d'elle qu'on s'est servi d'abord dans le laboratoire 
de Pasteur; elle était adaptée à un appareil spécial, mais 
on peut s'ert servir comme des filtres plus grands, en 
fixant un tuyau de caoutchouc à son extrémité supé- 
rieure au moyen d'un fil de cuivre. Il faut une forte 
aspiration pour employer ces petits filtres. Le petit 
ballon (Fig. 6, F) sert à recevoir le liquide filtré (Fig. 8) 
et peut être utilisé comme ballon de culture, en bouchant 
ses orifices avec des tampons d'ouate (Voy. chap. Il, 
p. 19). 

Il faut se rappeler que même la filtratiou à travers la porcelaioe 
ne met pas toujours à Tabri des modifications chimiques des 
liquides, puisque le filtre peut empêcher de passer certaines subs- 
tances (substances albuminoïdes, diastases), aussi bien que les 
éléments figurés. Si les liquides organiques destinés à servir de 
milieux de culture . doivent conserver leur composition absolu- 
ment intacte, il ne faut pas recourir à la stérilisation et se con- 
tenter de les recueillir et de les préparer en prenant toutes les 
précautions nécessaires pour leur éviter toute contamination exté- 
rieure. Le sang et Turine, par exemple, doivent être directement 
retirés du cœur, des veines, ou de la vessie avec toutes les précau- 
tions antiseptiques d'usage. La manière de faire des infusions 
stériles de par leur mode même de préparation sera indiquée au 
chapitre XL 

5. Solutions antiseptiques. — Pour aider à la stérilisation, 
il est bon d'avoir toujours à portée une grande quantité de 
sublimé en solution (1 ou 2 pour 1000), qui sert non seu- 
lement à préparer quelques milieux de culture, comme 
les pommes de terre (Voy. chap. 111), mais aussi à laver 
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les mains, les instruments, les pièces anatomiques, etc. 
Si Ton se sert, pour faire cette solution, d'eau de source 
au lieu d'eau distillée, il faut bien avoir soin qu'il ne se 
forme pas de précipité de sels de mercure insolubles, car 
alors le liquide n'aurait plus aucune propriété antisep- 
tique. 

Pour parer, à cet inconvénient, on ajoute une petite 
quantité d'acide acétique à l'eau de source ou de puits 
que Ton emploie. Furbringer formule 50 centigrammes 
d'acide acétique par litre de solution de . sublimé à 
i pour 1000. 

Il est bon d'avoir aussi des solutions phéniquées fai- 
bles et fortes. 

Enfln, parmi les instruments indispensables, il faut 
naturellement mentionner un bec de gaz de Bunsen, ou 
tout au moins une lampe à alcool. 



CHAPITRE II 

Appareils à culture. 



Les principales conditions requises d'un appareil à 
culture, pour y obtenir des résultats non douteux, sont 
les suivantes : outre qu'il doit être solide, simple, com- 
mode, et d'un prix peu élevé, il faut qu'il puisse être 
facilement stérilisé. avec ce qu'il contient et qu'on puisse 
l'ouvrir et le fermer, pour faire les ensemencements, sans 
trop de risques d'y introduire des germes étrangers. Il 
doit être, de plus, fermé de façon que, si les germes ne 
peuvent y entrer, l'air puisse cependant y pénétrer (sauf 
lorsqu'on fait des cultures de microbes anaérobies) ; on 
obtient ce résultat avec les tampons d'ouate. 

1. — Les récipients les plus usités pour contenir les 
cultures sont des tubes à essai q\ des flacons bouchés à 
Touate. 

a) Tubes à essai; — On se sert, en général, de petits 
tubes (13 centimètres de long sur 1 centimètre de dia- 
mètre). Gomme ces tubes sont généralement chauffés 
dans le stérilisateur à vapeur et non exposés à l'action 
directe de la flamme, la paroi de verre n'a pas besoin 
d'être aussi mince que celle des tubes employés en chi- 
mie; il est mieux de les avoir en verre épais, sans 
aucun rebord à l'orifice, afin que le tampon d'ouate puisse 
s'adapter plus exactement (Fig. 9, 1, II). 

Les tubes sont d'abord soigneusement lavés à l'eau 
distillée, égouttés et bouchés de la manière suivante : 
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on prend un bon tampon d'ouate (d'ouate non hydro- 
phile), on le presse avec une pince ou on le tord simple- 
ment entre les doigts, puis on l'introduit dans l'ouverture 
du tube, de façon qu'il forme un bouchon solide, exac- 
tement adapté, s'enfonçant d'environ 2 centimètres dans 
le tube, tandis qu'une partie forme saillie irrégulière à 
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l'extérieur. Ce bouchon doit être à la fois serré et solide- 
ment fixé, et cependant pouvoir être enlevé et remis, 
par un mouvement de torsion, sans grande difficulté. 
Lorsque les tubes sont ainsi bouchés, on les met dans un 
panier de toile métallique à quatre côtés, d'une grandeur 
en rapport avec celle de l'étuve dans laquelle on le 
place, et on stérilise à + 130°. 
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Lorsqu'on désire disposer d upe surface plus large que 
celle que peut présenter la substance de culture dans un 
tube, même incliné (Fig. 9, II), on a recours h différents 
récipients : 

b) Petits flacons coniques (flacons d*Erlenmeyer). — 
Ils présentent la forme dessinée dans la figure 9, VH, et 
peuvent contenir environ 100 centimètres cubes. 

c) Petites bouteilles à médicaments. — Ces bouteilles, 
d'une contenance de 30 grammes, peuvent être utilisées 
dans le même but, et la surface de la gélatine peut y 
être augmentée en la laissant solidifier dans une position 
oblique. Ces flacons ont Tavantage, sur les tubes à essai, 
qu'ils peuvent rester debout sans nécessiter un râtelier 
spécial pour les maintenir. 

Chacun de ces récipients peut servir à faire des cul- 
tures soit solides, soit liquides. Ils présentent tous un 
même défaut : c'est que leur ouverture est relativement 
large, ce qui expose à un certain risque de contamina- 
tion lorsqu'on les débouche, surtout en raison de la 
poussière qui s'accumule dans le tampon d'ouate au bout 
d'un certain temps. On peut obvier à cet inconvénient 
en recouvrant le bouchon d'ouate avec une double feuille 
de papier filtre (Fig. 9, VII), pratique qui est. spéciale- 
ment recommandée lorsqu'on se sert de larges flacons. 

2. Récipients à bouchons tabulaires (Salomonsen). — Lorsque 
nous avons entrepris, en 1879-80, la culture pure d'un 
grand nombre de bactéries de la putréfaction, que nous 
avions isolées par la méthode du tube capillaire, nous 
nous sommes servi d'abord de bouchons formés de 
courts morceaux de tuyau de caoutchouc, dont l'une des 
extrémités était remplie avec des tampons d'ouate sté- 
rilisée. Les récipients fermés avec ces bouchons tubu- 
laire-» étaient des flacons ou des tubes plus ou moins 
grands, munis d'un goulot court et épais , légèrement 
conique , avec une ouverture relativement étroite (2 à 
4 millimètres), permettant un glissement facile du tube 
de caoutchouc (Fig. 9, III-V). , 
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Les bouchons tabulaires se préparent de la manière 
suivante : on stérilise de Touate à sec à + , 50®, tandis que 
le tuyau de caoutchouc, de 6 à 8 centimètres de long, est 
enveloppé dans du papier et stérilisé à la vapeur. Il doit 
être d'un diamètre un peu plus grand que Textrémité du 
goulot conique auquel il s'adapte et un peu plus élrait 
que sa base. Une fois refroidis, les tubes de caoutchouc 

sont tirés de leur papier 
et, à Taide d*une petite 
pince, on en remplit la 
moitié avec l'ouate sté- 
rilisée, qui doit être as- 
sez fortement tassée pour 
distendre et déformer lé- 
gèrement le tuyau (Fig. 
9,V). 

Les avantages de ces 
bouchons sont, comme il 
est facile de le voir : 

a). Qu'on peut ouvrir 
ou fermer les flacons sans 
toucher aux tampons 
d'ouate et, par suite, à 
la poussière qui s'y accumule ; 

6). Que l'ouverture même du flacon est tout à fait à 
l'abri de cette poussière ; 

c). Que l'orifice par lequel on fait l'ensemencement est 
plus étroit que l'orifice des tubes à essai. 

Le même principe a été ultérieurement appliqué, d'une 
façon plus complète, dans les maira^ de Pasteur ou 
Chamberland (Fig. 10). Le goulot de ces flacons est coiffé 
non avec du caoutchouc, mais avec un capuchon en verre, 
qui s'adapte par une surface rodée à lemeri. Au con- 
traire des appareils avec caoutchouc, ceux-ci peuvent 
être stérilisés de toute pièce à +- 150% ce qui rend leur 
sage préférable ; les flacons et les capuchons de verre 
qui leur appartiennent sont numérotés d'une façon cor- 




Fig. 10. — Matras Pasteur. 
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Fie. 11. 

Boîte de verre de 

Soyka. 



respondante avec unç pointe de diamant (Fig. 10). 
Malgré Té vidente supériorité du bouchon tubulaire sur 
le simple tampon d'ouate, ce dernier est d'un usage cons- 
tant, même pour les cultures liquides; mais le capuchon 
de caoutchouc est toujours utile lorsqu'un tube étroit 
doit être bouché avec de Touate fVoy. Fig, 56 et 68). On 
peut arriver. à adapter le capuchon tubulaire à toute 
espèce de flacon, par l'intermédiaire 
d'un bouchon de caoutchouc perforé 
(Fig. 9, VI). 

3. Autres appareils à culture. — Une 
paire de petits crktailisoirs en verre 
(3 à 5 centimètres de diamètre) peu- 
vent servir pour les cultures, l'un, plus 
large, formant le couvercle de l'autre 
(Fig. 13). Ils joni cet avantage sur 
les vases bouchés à l'ouate que leur contenu est plus 
facilement accessible, même à l'examen microscopique, 
mais ils sont moins bien défendus contre les .germes 
extérieurs. . 

On a une sécurité beaucoup plus complète contre la 
contamination en se servant des boîtes de verre à fer- 
meture hermétique avec couvercle emboîté et rodé 
(Fig. 11), dont Soyka fait usagepoursescullures.de col- 
lection (Voy. ch. VI). 

Nous indiquerons, chemin faisant, nombre de combi- 
naisons inventées pour obtenir des cultures dans des 
conditions spéciales. La description des appareils destinés 
à la culturj des microbes anaérobies ou à la culture sous 
le microscope même, sera plus à sa place dans les cha- 
pitres qui traitent de ces points spéciaux. 



CHAPITRE m 

Milieux de culture. — Leurs modes de préparation 



Il serait sans utilité d'énumérer toutes les solutions, 
infusions, etc., qu'on a employées, avec plus ou moins 
d'avantage, dans les recherches microbiologiques; d'ail- 
leurs, on comprend qu'il soit nécessaire pour chaque 
expérimentateur de se servir des milieux de culture les 
plus différents et de les varier en ajoutant ou en retran- 
chant telle ou telle substance, suivant le but de l'expé- 
rience. "Nous donnerons ici des renseignements seulement 
pour la préparation des substances liquides ou solides 
qui ont donné les meilleurs résultats pour la culture des 
micro-organismes pathogènes pendant ces dernières 
années. 

Ces substances sont ordinairement préparées dans des 
flacons coniques d'Erlenmeyer (Fig. 10, Vil); il nous 
arrivera souvent, dans les pages suivantes, de parler 
de ces flacons, que nous appellerons grands, moyens ou 
petits, suivant qu'ils renferment 1,500, 500 ou 100 gram- 
mes. 

A. — Milieux de culture liquides. 

1 . Bouillon. — La simple décoction obtenue en faisant 
bouillir la viande dans l'eau, avec réaction acide, est une 
bonne substance nutritive pour un grand nombre d'es- 
pèces microbiennes ; mais, lorsqu'on neutralise cette dé- 
coction en ajoutant un peu de carbonate de soude, on 
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obtient un liquide dans lequel peuvent prospérer une 
grande partie des germes pathogènes les plus importants. 
Pour la préparation du bouillon, on emploie différentes 
espèces de viandes suivant les circonstances, et les pro- 
cédés varient quelque peu avec les laboratoires; c'est là 
un fait à noter, car nous devons reconnaître que, dans 
Tétat encore imparfait de nos connaissances sur la nutri- 
tion des microbes, de légères différences dans les mani- 
pulations peuvent donner lieu à des différences dans les 
résultats obtenus dans les cultures. 

Les deux méthodes de préparation les plus usitées sont 
les suivantes : 

a) Bouillon (B). — On met une livre de viande de 
bœuf bien maigre, râpée ou finement hachée, dans une 
casserole émailiée ou un grand flacon de verre, avec un 
litre d'eau distillée ; on cuit pendant une demi-heure et 
on filtre. Le filtrat est neutralisé ou rendu légèrement 
alcalin par addition d'une solution de carbonate ou de 
phosphate desoude, versée goutte à goutte. On fait encore 
bouillir pendant environ une heure, afin que tous les 
albuminoïdes insolubles soient coagules (G. Fraenkel), 
après quoi on laisse refroidir et la graisse se solidifie; 
on filtre encore une fois, et le bouillon clair est versé 
dans de petits récipients, bouteilles à médicaments ou 
tubes à essai bouchés à Touate (Voy. p. 28), dans lesquels 
la stérilisation finale est effectuée par le cylindre à vapeur, 
où on les laisse un quart d'heure ; pour plus de sûreté, 
on stérilise encore le jour suivant (stérilisation en plu- 
sieurs temps, Voy. p. 10). 

A chaque nouvelle séance de coclion, le bouillon clair 
peut devenir trouble, mais il redevient clair en refroi- 
dissant; s'il n*en est pas ainsi, il est nécessaire de le 
faire bouillir et de le filtrer plusieurs fois jusqu'à ce qu'il 
soit devenu parfaitement clair. 

Cette décoction de viande est appelée, dans les labora- 
toires, bouillon (/?), pour la distinguer de la préparation 
suivante. 
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b). Eau de viande ^ au sens strict du mit. — On prend 
une livre de viande de bœuf, dégraissée et hachée, 
on verse dessus un litre d*eau et on place le tout dans 
une caisse à glace pendant vingt-quatre heures, après 
quoi on agite fortement le mélange et on filtre à travers 
de là mousseline, en exprimant soigneusement tout le 
jus de la viande. On obtient ainsi un litre d'extrait de 
viande, qu'on fait cuire, filtrer et qu'on rend alcalin, 
etc., comme plus haut. 

L'addition de gr. 5 pour 100 de chlorure de sodium 
rend le bouillon et l'eau de viande beaucoup plus favo- 
rables à la culture de certains microbes (Miquel). 

On ajoute aussi o 0/0 de glycérine (avant la dernière 
neutralisation), ce qui donne un bon milieu de culture 
pour le bacille de la tuberculose (Roux et Nocard). 

Enfin, on peut encore varier la composition du bouil- 
lon en ajoutant diverse* autres substances, par exemple 
de la peptone (1 à 2 0/0), du sucre de canne ou du 
glucose (spécialement pour la culture des microbes 
anaérobies), de l'acide acétique, etc.. 
. On peut aussi obtenir un bon bouillon en faisant dis- 
soudre dans l'eau une quantité suffisante de quelque 
extrait de viande industriel; mais il faut avoir soin 
alors de pratiquer avec attention une stérilisation en 
plusieurs temps, en raison des nombreux germes résis- 
tants que renferment ces produits. 

c). Vextrait de Liebig (E), 5 grammes pour un litre 
d'eau, peut être recommandé dans ce but. 

d). Et surtout Vexti^ait de Cibil (G), 20 grammes pour 
un litre d'eau. 

Parmi les autres liquides nutritifs, les seuls qui pré- 
sentent une valeur réelle et reconnue sont les suivants : 

8. — Décoction de foie, de poumon et d'autres viscères* 

3. — Vin neutralisé ou rendu légèrement alcalin (dont 
Pasteur s'est servi pendant un temps pour oblemr en 
grand des cultures pures de bacille du charbon). 

4. — înftision ou décoction de blè\ de fàin\ dte chàû\ 
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.5. Eau de levure (décoction filtrée et stérilisée de 
100 parties d'eau pour 10 parties de levure comprimée). 

Pour cultiver les levures et les moisissures, les subs- 
tances suivantes sont spécialement indiquées: 

6. Moût de bière. — Décoction de malt séché et pulvé- 
risé, qu'on peut se procurer dans toutes les brasseries ; 
il faut faire bouillir pendant une heure et filtrer avant de 
s'en servir, mais il est difficile d'obtenir un liquide clair. 

7.. Décoction de crottin de cheval (et des excréments 
d'autres herbivores). — On met 1 partie de crottin frais 
dans 3 parties d'eau, on agite avec une baguette de 
verre et on laisse le mélange dans un endroit frais pen- 
dant vingt-quatre heures; on fait ensuite bouillir pendant 
une heure et on filtre à travers un double filtre, opéra- 
tion très longue, à moins qu'on ne se serve d'une pompe 
à filtrer. Le filtrat est remis à bouillir pendant quelque 
temps et filtré de nouveau, s'il est nécessaire; après 
quoi on verse dans de petits récipients, on stérilise à la 
vapeur, en deux séances de quinze minutes, avec un jour 
d'intervalle. 

8. Décoction de prunes. — On laisse les prunes macérer 
pendant un jour dans un peu d'eau, puis on les fait 
cuire dans cette même eau avec soin, de façon qu'elles 
ne soient pas écrasées ; le liquide est ensuite filtré et 
bouilli à petit feu. Dans quelques cas, il peut être bon de 
neutraliser l'acidité de la décoction en ajoutant du 
phosphate de soude. 

9. Décoction de fruits secs, raisins, poires sèches, etc.. 
Le croltin de cheval, les prunes, les raisins, etc., qui 

ont servi à faire ces décoctions peuvent être conservés 
à l'état stérile, pour servir de milieux de culture solide 
pour les moisissures, levures, etc. 

Le moût de bière neutre ou très légèrement acide est 
un milieu de culture spécial pour les mucorinées ; les 
différentes espèces d'aspergilius cultivent admirable- 
ment dans un simple mélange acide de moût et de jus 
de prunes (0. Joh, Olsen, communication orale); un 
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mélange des trois liquides numérotés 6, 7 et 8, peut être 
pajfois utile. 

Pour la préparation et la manière de recueillir des 
liquides primitivement stériles, on trouvera des indica- 
tions au chapitre XI. 

Lorsqu'on a préparé une grande quantité de liquide à 
culture, on le verse dans plusieurs petites bouteilles ou 
dans des flacons d'Erlenmeyer, d'une capacité de 100 à 
200 grammes, et qui ont été préalablement bouchés k 
Touate et stérilisés à + 150**. Une fois dans ces petits 
récipients, le liquide est finalement stérilisé dans le 
cylindre à vapeur deux jours de suite, pendant cinq à 
quinze minutes; on peut alors le conserver aussi long- 
temps qu'on le veut, pourvu que ce soit dans un endroit 
sec et que les flacons soient bien bouchés; le meilleur 
moyen pour cela est de se servir d'un fort bouchon 
d'ouate et de le recouvrir avec plusieurs feuilles de 
papier-filtre, attachées autour du goulot, ou avec un 
capuchon de caoutchouc fin, stérilisé (Voy. p. 46). 

Autrefois, on se servait beaucoup du liquide de Pasteur 
(dont Yoici la formule : sucre candi, 10 grammes ; acétate d'ammo- 
niaque, gr. 1 ; cendres d'un gramme de levure, le tout dissout 
dans Tcau distillée). — du liquide de Maypr ou du liquide 
de Cohn (phosphate de potasse, gr. 5 ; sulfate de magnésie, 
gr. 5; phosphate tribasique de chaux, gr. 5; tartrate d'ammo- 
niaque, 1 gramme; eau, 100 grammes). Ces liquides sont peu 
favorables à la culture des bactéries. 11 faut, du reste, se rappeler 
que Pasteur n'a nullement inventé ces solutions salines pour 
servir de milieux de culture pour les microbes, mais pour mon- 
trer (1858) que les cellules de levure peuvent produire des albu- 
minoïdes avec des hydrates de carbone et des composés azotés 
inorganiques. 



MILIEUX DE CULTURE 29 



B. — Itfilieux de culture solides. 

L'emploi systématique des milieux de culture solides, spéciale 
ment de la gélatine (Robert Koch, 1881) marque une étape mémo 
rable dans l'histoire de la technique microbiologique (1). 

Le point de départ de l'importante découverte de Koch a été 
le fait, connu depuis longtemps que, lorsqu'on laisse exposée à 
l'air la surface de section d'une pomme de terre cuite, cette sur- 
face se couvre de grandes et petites colonies de moisissures, de 
levures et de bactéries; ces deux dernières espèces se présentent 
souvent sous l'aspect de petites colonies distinctes, visqueuses et 
de couleurs variées. Chaque colonie, c'est la règle, ne contient 
qu'une seule forme de levure ou de bactérie, dont l'origine est 
un germe tombé de l'air sur la pomme de terre, où il a trouvé 
un terrain favorable à son développement (fait qui a été signalé 
par Hoffmann, en 1869 et utilisé par Schrœter en 1872). Si nous 
imaginons ces germes tombés non sar la surface solide de la 
pomme de terre, mais sur la surface de quelque liquide dans le- 
quel ils puissent aussi bien prospérer, il est facile de prévoir que 
plusieurs espèces se rejoindront les unes les autres, après un temps 
très court, et formeront un mélange. Quelques germes qui avaient 
réussi à se développer sur la pomme de terre, où ils avaient 
trouvé Tespace libre respecté par les autres colonies, ne se dé- 
velopperont peut-être pas du tout dans le liquide, battus par les 
autres germes dans la lutte pour l'existence. Les mêmes germes 
qui donnent dans le liquide des enchevêtrements bizarres, de 
formes variées, produisent sur ces milieux solides des séries de 
colonies nettement séparées. 

Dès que Koch s'avisa de l'énorme avantage que présentent les 
cultures solides sur les cultures liquides, il songea à donner aux 
milieux liquides dont l'utilité était reconnue, une consistance 
solide, et il y réussit en les gélatinisant par le procédé que nous 
indiquerons plus loin. Les gélatines nutritives ont l'avantage sur 
la pomme de terre que leur composition chimique peut être 
variée d'une façon illimitée, de sorte qu'on peut composer des 
milieux de- culture artificiels pour des microbes ne poussant pas 
sur la pomme de terre. Elles sont, de plus, transparentes, ce qui 
permet de suivre le développement des colonies dans la profout 
deur de la culture et d'en examiner les détails au microscope. 

Enfin, elles sont liquéfiables aune température peu élevée, ce qui 

ri) Brefeld avait anténeuremeut fait usage de la gélatine, mais 
uniquement pour empêcher le dessèchement des cultures en 
nappe. 
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est très important pour les faire servir à l'isolement des diffé- 
rentes espèces de microbes. 

Cependant, cette faculté de se liquéfier à température relative- 
ment basse en limite Tusage dans certains cas, puisqu'il est impos- 
sible de les employer pour les cultures à plus de -f- 20\ Koch a 
trouvé alors une autre substance gélatinisante, Vagar-agar^ qui 
reste solide aux plus hautes températures auxquelles on ait 
besoin de soumettre les cultures. La même remarque est appli- 
cable au sérum sanguin stérilisé, dont Koch a donné le procédé 
de préparation. 

Nous avons dit plus haut que Fadoption des milieux de culture 
solides marque irae étape mémorable dans l'histoire dé la 
technique microbiologique : cela est vrai à un dduble point de 
vue. En premier lieu, il est devenu possible d'isoler sûrement et 
facilement les espèces variées de microbes et de les cultiver à 
r^tat de pureté, comme il ressort de ce que nous avons dit, et 
comme il sera encore plus évident dans le prochain chapitre. 
Mais, en outre, Tusage des cultures solides a encore simplifié le 
travail des bactériologistes de plusieurs façons, rendant possible 
de travailler avec un outillage beaucoup plus simple et permettant 
de contrôler les résultats avec une bien plus grande certitude; 
en effet, tout germe étranger introduit accidentellement manis- 
feste sa présence plus immédiatement lorsqu'il forme une colonie 
sur ou dans la gélatine, que quand les produits de sa proliféra- 
tion se mélangent et s'enchevêtrent dans le liquide avec tous les 
autres microbes. 

Il ne faut pas oublier, cependant, qu'il y a aussi des limites à 
la culture sur milieux solides et que ce procédé est loin de rendre 
inutiles les cultures liquides; on doit, au contraire, attacher la 
même attention qu'auparavant à la technique de ces dernières. 
Un exemple enlre autres : il est évident que l'étude des produits 
de fermentation des bactéries et de leur nutrition nécessite Tusage 
de cultures liquides de composition chimique très simple et qui 
deviendraient des mélanges complexes et très embarrassants si 
l'on y ajoutait de la gélatine ou de l'agar-agar. 

Ajoutons à cela que certains microbes, qui cultivent très bien 
dans un milieu liquide spécial, peuvent cultiver moins bien, ou 
pas du tout, si l'on ajoute de la gélatine, etc. 

1. Pomme de terre bouillie. — Suivant les circonstances, 
la préparation des pommes de terre pour culture peut 
se faire de différentes façons : 

I. — On les coupe simplement en deux et on les laisse 
dans une chambre humide. Le point capital de la mani- 
pulation est d'enlever ou de stériliser les impuretés qui 
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adhèrent à la superficie du tubercule et qui contiennent 
toujours un grand nombre de spores de bacilles parti- 
culièrement résistants. Pour y arriver, il faut d'abord 
choisir des pommes de terre aussi propres et à la peau 
aussi fine que possible; on les lave ensuite dans Teau à 
plusieurs reprises, en se servant d'une brosse. Avec la 
pointe d'un couteau, on enlève tous les points de la peau 
qui sont malades ou abîmés, ainsi que les partieâ des 
tissus sousjacents dont Taspect n'est pas normal. Les 
pommes de terre sont alors plongées pendant quelque 
temps dans une solution de sublimé à 1 p. 1000, enve- 
loppées une à une, sans être séchées, dans un papier 
épais et exposées pendant une demi-heure à la vapeur 





fig. 12. fig. 13. 

Chambres humides constituées par des cristallisoirs plats ou profonds, 

emboîtés l'un dans l'autre. 

à + 100». Vingt-quatre heures après, on les soumet de 
nouveau à la vapeur pendant quinze minutes, et elles 
sont dès lors prêtes à être employées. On en enlève une 
seule à la fois de son papier, on la prend entr« le pouce 
et l'index de la main gauche (que l'on a eu soin de laver 
auparavant dans le sublimé) et on la coupe en deux 
avec un couteau de table dont la lame a été soigneuse- 
ment stérilisée, soit par le flambage, soit par l'exposi- 
tion prolongée à la chaleur à + 150° (envelopper dans 
du papier et déposer dans l'étuve à stériliser). Les deux 
moitiés sont alors rapidement placées, la surface de 
section en haut, dans une chambre humide, c'est-à-dire 
sous une cloche de verre reposant sûr une assiette; on 
poHt aussi se servir de deux eriataljisoirs piatfi, comme 
dans la ligure 13, mesurant seulemélit 20 centimètres de 
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diamètre; s'ils sont moins faciles à se procurer, ils pré- 
sentent plus de garanties, et ont l'avantage de pouvoir 
être superposés les uns aux autres. Le plat et la cloche 
ont été préalablement lavés dans Teau et rincés avec 
une solution de sublimé à 1 p. 1000; enfin, on met sur 
l'assiette un ou deux ronds de papier-filtre très épais, 
imbibés de la même solution. 

Une pomme de terre cuite, partagée comme il a été 
dit et placée sous la cloche de verre, constitue une des 
dispositions de culture les plus simples, mais présente 
l'inconvénient d*étre toujours exposée à la contamina- 
tion parles germes de l'air. Cet accident peut être évité 
de la façon suivante : 

II. — On nettoie l'extérieur de la pomme de terre en 
la brossant dans Teau et la solution de sublimé, comme 
plus haut, puis on la coupe en morceaux prismatiques 
(ou cylindriques, à l'aide d'emporte-pièces dont on se 
sert en cuisine pour enlever le cœur des pommes); on 
introduit alors ces morceaux, à l'aide d'instruments bien 
propres, dans des éprouveltes bouchées à l'ouate et sté- 
rilisées à l'avance, et on place le tout dans l'appareil à 
stérilisation de Koch pendant une demi-heure; les deux 
jours suivants, on recommence cette stérilisation à la 
vapeur pendant cinq minutes. 

Pour éviter que le bout inférieur de la pomme de terre 
ne plonge dans l'eau de condensation, on se sert 
d'éprouveties présentant un étranglement à 2 centi- 
mètres du fond (Voy. Fig. 56) ou, plus simplement, on 
dispose dans ce fond un tampon d'ouate. 

III. — On obtient des cu'tures plus élégantes en 
découpant avec un emporte-pièce des disques de pomme 
de terre bouillie et préparée, et en les déposant dans une 
paire de petits ci istallisoirs (Fig. 13) ou dans la boîte de 
verre de Soyka (Fig. II), ces récipients ayant été préa- 
lablement enveloppés de papier et stérilisés à la vapeur 
pendant un quart d'heure. 

IV. — La purée de pommes de terre bouillies et prépa- 
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rées comme ci-deséus peut rendre des services, si Ton 
d besoin d'une surface de culture très large; 

2. Milieux de culture gélatinisés. •— Quand on désire, 
suivant le procédé de Kocb, changer les différents mi- 
lieux de cultures liquides en milieux solides, transpa* 
rents mais liquéfiables, on emploie les substances sui- 
vantés : A. gélatine^ B. agar-agar^ G. agar-gélatine, 
D. mousse d'Irlande {lichen crispus). 

A. — Gélatine. 

On se sert de gélatine française de première qualité 
qui se trouve dans le commerce en plaques allongées, 
minces, pesant environ 2 gr. 50. On ajoute 8, ou plus sou- 
vent 10 pour 100 de cette substance au liquide de culture, 
on fait dissoudre, bouillir, on alcalinise légèrement, on 
filtre, on verse dans de petits récipients et on stérilise à 
la vapeur en deux séances avec un jour d'intervalle. 

B. — Agar-agar. 

Cestlenom asiatique de quelques algues gélatineuses 
spéciales qui poussent dans Tarchipel indien et sont, 
livrées au commerce sous forme de lames sèches, jau- 
nâtres ou de prismes spongieux. Cette substance forme 
par la cuisson une gelée dure, que Ton peut ajouter, 
comme la gélatine aux divers milieux de culture liquides, 
dans la proportion de 1 à 2 pour 100. En règle générale, 
nous en mettons 1,5 pour 100, nous faisons dissoudre pa- 
nne cuisson prolongée; le reste de la manipulation 
comme plus haut. Il faut toujours neutraliser ou âlcali- 
niser légèrement le liquide avant d'y joindre Tagar 
parceque cette substance, chauffée dans un milieu acide 
se transforme en sucre. 

Avant de passer à une description plus complète du 
manuel opératoire à suivre dans la préparation des 

3 
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substances gélatinisantes, nous indiquerons brièvement 
les avantages et les désavantages qu'elles peuvent 
présenter les unes par rapport aux autres. 

Koeh a préconisé Tagar-agar, comme nous l'avons dit 
plus haut, pour plusieurs raisons : a) l'agar se liquéfie à 
une température plus élevée que ne le fait la gélatine et 
peut, par suite, être employé pour les cultures solides qui 
demandent à être portées h + 38° ou + 40« et plus; *) il 
présente aussi l'avantage, sur la gélatine, de supporter la 
cuisson pendant plus longtemps, sans qu'il se produise 
de diminution dans son pouvoir géklinlsant; c) beaucoup 
de microbes liquéfient la gélatine en cultivant et ne 
liquéfient pas l'agar, ce qui présente un grand avantage 
dans beaucoup de cas, et particulièrement dans l'isole- 
ment des colonies. 

D'autre part, on peut dire que : a) en raison de ce 
qu elle fond k une plus basse température, la gélatine 
est plus commode pour obtenir la séparation des 
germes; b) elle donne un filtrat aussi clair que de l'eau, 
tandis qu'il est très difficile, pour ne pas dire impossible, 
d'obtenir une culture d'agar parfaitement transparente ; 
c) on voit, plus clairement dans la gélatine la dîfl'érence 
qui existe entre le mode de culture de deux microbes 
différents, de façon que deux espèces microbiennes qui 
donnent dans la gélatine des colonies à caractères mor- 
phologiques très tranchés peuvent quelquefois offrir un 
aspect identique lorsqu'elles cultivent sur l'agar, 

C. — Agar-gélatine. 

C'est à Jensen qu'on doit l'idée de combiner les deux 
substances pour neutraliser leurs défauts, eni ajoutant aux 
milieu de culture liquides 5 pour 100 de gélatine et 0.75 
pour 100 d'agar. L'emploi de ce mélange constitue un réel 
progrès, et on doit le considérer presque comme le meil- 
leur des milieux de culture, car il donne facilement un 
filtrat clair ; il est liquéfiable à une basse température, 
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ce qui permet de remployer sans difficulté dans les 
cultures sur plaques, et cependant il reste solide à 
+ 30 et + 40. 

D. — Mousse d'Irlande {Lichen crispus)^ 

Cette substance est peu employée ; Neisser en indique 
l'usage dans la proportion de 2.5 pour 100. 

Les préparations de la gélatine, de Tagar et de Tagar- 
gélatine se font absolument de la même manière, de 
sorte que la même technique servira pour toutes ces 
substances. Mais le temps pendant lequel on peut laisser 
les solutions au point d'ébullition pour les stériliser, les 
clarifier, etc., doit être relativement court pour celles 
qui contiennent de la gélatine, sans quoi cette dernière 
perd son pouvoir solidifiant; Tagar, d'autre part, sup- 
porte une longue cuisson, et pour Fagar-gélatine, on 
prend un moyen terme. 

La gélatine y en règle générale, est soumise à la cuisson 
pendant dix minutes avant la filtration et dix minutes 
après. 

Vagar, quarante-cinq minutes avant et quarante-cinq 
minutes après. 

Vagar-gélatine^ vingt minutes avant et trente après. 

La clarification et le filtrage demandent une mention 
plus particulière. 

Clarification. — Lorsque la gélose nutritive a bouilli 
assez longtemps, on la laisse refroidir jusqu*à environ 
+ 50° ; on casse un œuf dont on bat le blanc dans 100 
grammes d'eau et on ajoute petit à petit ce mélange à la 
gélose refroidie, mais encore liquide, à laquelle il se 
mêle intimement ; un œuf entier suffit pour un litre, eton 
fractionne cette quantité proportionnellement lorsqu'on 
a moins d'un litre. Lorsque la mixture est de nouveau 
portée à Tébullition, le blanc d'œuf se précipite en un 
large caillai jaunâtre, flottant au milieu d'un liquide 
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parâdtement clair. Lorsque le tout a bouilli quelque 
tempe, on procède à la flllralion. 

Filiralion. — Ce temps de l'opération doit néces- 
sairement s'accomplir pendant que la gélose est encore 
chaude ; s'il n'y a qu'une petite quantité de substance à 
filtrer, il est seulement nécessaire de la bien chauffer 
avant de la verser sur le filtre, de façon à ce que, 
malgré le refroidissement, elle 
reste liquide assez longtemps 
pour passer en totalité; mais, 
dans ce cas, l'entonnoir et le 
flacon doivent être chauffés au 
préalable. 

Il est très facile de chauffer 
et de stériliser flacon, enton- 
noir et filtre, en même temp^ 
que de mouiller ce dernier en 
disposant les choses comme 
dans la figure 14 : on laisse une 
couche d'eau de 1 à 2 centimè- 
tres d'épaisseur dans le flacon, 
et l'entonnoir contenant le 
PI ^^_ filtre est placé dans le goulot ; 

Diipoiiiion liniris poui mir>E< la basc de l'eutonnoir cst re- 
couverte avec plusieurs épais- 
seurs de papier-filtre, sur lequel on applique une lame 
de zinc ou d'amiante, le verre étant susceptible de se 
briser. En chauffant alors l'eau du flacon jusqu'à ébul- 
litîon pendant quelques minutes, tout est stérilisé, 
chauffé et humidifié du même coup ; on vide l'eau pen- 
dant qu'elle est encore chaude et la filtration peut com- 
mencer ; on laisse sur l'entonnoir la lame de zinc ou 
d'amiante, qui ralentit le refroidissement d'une manière 
notable. 

Lorsqu'on a une quantité de liquide plus considérable 
(un litre par exemple) à filtrer, on court le risque que 
la gélatine se durcis^n avant que l'opération ne soit 
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terminée, alors même qu'elle était presque bouillante 

au début. Pour parer acetinconvénient, on se sert d'un 

entonnoir à double paroi métallique, contenant de l'eau 

chaude (Fig. 15) et muni d'un prolongement en b\ on 

remplit l'appareil d'eau par le trou a, et cette eau est 

maintenue chaude pendant toute la durée de la tiltra- 

lion, au moyen d'un bec de 

gaz placé au-dessous du 

prolongement b (1), 

Pour empêcher les ger- 
mes de l'air de tomber dans 
le flacon, on remplit avec 
de l'ouate stérUisée l'inter- 
valle qui existe entre les 
bords du goulot et le 
tiij'au de l'entonnoir. 




Noua donDODS ci-aprè?, comme exemples de inaniputatiuu, tes 
trois préparations les plus usitées dans Ic.b laboratoires comme 
milieux de culture solides: extrait de viaa<U (Cibil ou Liebig). 
gélalinisé (C. G.), peplone-agar (P. A.), peptone-agar-gélatine 

(1) Cet eDtûnûoir à douLle paroi peut être fabriqué par le 

fremler ferblantier venu et est plus commode que l'entonnoir de 
lantamour, qu'on trouve chez les marchanas d'appareils; ce 
dernier u'a qu'une paroi métallique extérieure et uécessite un 
boachoD de caoutchouc (c), perforé à la partie inférieure pour 
Bûufenir l'entonnoir de verre, lequel constitue la paroi interne du 
réservoir d'oau. 
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(P. A. G.)- li va sans dire que d'autres combinaisons peuvent être 
utilisées de la même manière. 

C. G. = Extrait de viande gélatinisé. —Mettre 20 grammes 
d'extrait de Cibil ou 5 grammes de Liebig dans un litre d'eau distillée ; 
faire fondre dans ce liquide 100 grammes de gélatine : chauffer jus- 
qu'à dissolution ; alcali niser légèrement par addition de carbonate de 
soude; faire bouillir dix minutes; laisser refroidir jusqu'à -f 50®; 
clarifier comme il est indiqué plus haut; faire bouillir de nouveau 
pendant dix minutes; filtrer à travers deux épaisseurs de papier 
dans l'entonnoir à eau chaude ; verser dansde petits récipients et 
stériliser à courtes séances dans le cylindre à vapeur pendant deux 
ou trois jours de suite. 

P. A. = Peptone-agar. — Mélanger dans un litre d'eau 
distillée 5 grammes d'extrait dé Liebig, 30 grammes de peptone , 
5 grammes de sucre de caone ; alcaliniser légèrement; ajouter 
15 grammes d'agar; faire bouillir pendant une heure; refroidir 
au-dessous de + 55°; clarifier; cuire de nouveau pendant une 
heure au moins ; filtrer, verser dans les bouteilles ou les éprouvettes ; 
passer à la vapeur pendant dix minutes, les deux ou trois jours 
qui suivent (1). 

P. A. G = Peptone-agar-gélatine. — Ajouter à un litre 
d'eau de viaode filtrée (Voy. p. 457) 5 grammes de chlorure de 
sodium, 10 grammes de peptone, 50 grammes de gélatine et 
7 gr. 50 d'agar, qu'on ne doit ajouter qu'après dissolution de la 
gélatine et l'alcalinisation ; traiter comme la P. A. excepté qu*on 
ne doitlsflsser bouillir que pendant vingt à trente minutes. 11 est 
plus prudent, avant la filtration finale, d'en filtrer un peu dans 
une éprouvette, et de voir si ce filtrat reste clair après avoir 
bouilli dix à quinze minutes. 

Diaprés notre propre expérience, les géloses nutritives faites 
d'après le procédé de Malm, avec 2 pour 100 d'extrait de Cibil (c. c 
— c. A. — c. A. G.), donnent d'aussi boasmilieux de culture pour 
un grand nombre de microbes, que les compositions beaucoup 
plus coûteuses d'eau de viande peptonisée ou d'extrait de viande 
gélatinisée et peptonisée , avec ou sens sucre. 

Pour cultiver les moisissures ou les levures, on se sert 
des milieux de culture énumérés plus haut, en y ajouian* 
G. ou A ; on se sert surtout de : 

(l},£n ajoutant 5 pour iOU de glycérine stérilisée à cette peptone- 
agar, et en neutrahsant le tout, on obtient la glycérine B, Pi A. 
recommandée par Roux et Nocard pour la culture du baciUd de 
\à tuberculose: ce milieu de culture est plus facile à préparer que 
le sérum dont on se sert dans le même but (Vpy. p« ^9 et 48), 
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Moût de bière-agar (M. A.), préparé en mélangeant 
parties égales de moût et d'eau, avec 1.5 pour 100 d'agar. 

Raisin-gélatine (R. G.), décoction de 250 grammes de 
raisin sec dans un litre d'eau, à quoi on ajoute 10 pour 100 
de gélatine. 

3. Sérum. — On enveloppe dans trois feuilles de papier 
de grands bocaux (par exemple des bocaux à pickles, (Voy. 
Fig. 63) qu'on stérilise à -f 150°. On les remplit avec du 
sang de bœuf, de veau ou de cheval (le sang de mouton 
n'est pas bon), recueilli pendant qu'on abat l'animal, cela 
avec tous les soins de propreté possibles à prendre dans un 
abattoir. Il faut éviter de secouer les bocaux et les 
placer tranquillement, pour laisser la coagulation se 
faire en les trempant dans l'eau froide; après quoi, on 
les conserve pendant vingt-quatre à trente-six heures 
dans un endroit frais (autant que possible dans une caisse 
à glace) ; le sérum se sépare du caillot, et on le trans-* 
vase, au moyen d'une pipette stérilisée, dans des éprou- 
vettes également stérilisées et bouchées à l'ouate. On 
doit prendre les plus grandes précautions pendant cette 
manœuvre, car toute contamination aurait ici des con- 
séquences beaucoup plus graves qu'avec les autres pré- 
parations, la stérilisation devant s'effectuer à une tem- 
pérature peu élevée et, par conséquent, d'une manière 
très incomplète ; il faut avoir bien soin de ne pas mouiHer 
avec le sérum la paroi interne de l'éprouvette aux envi- 
rons de son orifice, car cette partie du tube ne devra pas 
être plongée dans l'eau dans la séance de chauffé qui va 
suivre. On remplit alors le seau métallique (Fig. 4, D) 
avec les tubes contenant le sérum, on chauffe jusqu'à 
ce que le thermomètre marque + 58*^ à + 60<*, et on main- 
tient à cette température pendant un peu plus d'une 
heure, au moyen d'une faible flamme de gaz; cette opé- 
ration est renouvelée chaque jour pendant une semaine. 
Le sérum ainsi traité devient notablement plus clair 
qu'il n'était au début ; un léger dépôt blanchâtre se 
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forme au fond et une forte couche huileuse de choles- 
térine s^étend à la surface ; tous les germes les moins 
résistants sont alors détruits. 

Il reste à solidifier le sérum sans lui faire perdre sa 
transparence ; Koch obtient ce résultat en portant le 
bain-marie à + 68® ou + 70* pendant un assez long 
temps ; suivant les différentes espèces de sang, le temps 
nécessaire peut varier de une à six heures, de sorte qu'il 
faut examiner un des tubes de temps en temps, pour 
voir si la solidification commence à se produire. On cesse 
de chauffer lorsqu'on peut renverser Téprouvette sans 
faire couler le sérum; il présente alors l'aspect d'une 
gelée jaune ambré, suffisamment claire pour permettre 
d'observer à la lumière transmise les détails de dévelop- 
pement de la culture qu'on y a faite par inoculation. 
Moins il reste de globules rouges du sang dans le sérum, 
plus celui-ci devient clair après la coagulation; mais 
on peut se servir d'un sérum quelque peu coloré, sur- 
tout pour les cultures superficielles. 

La dernière chauffe à -h 70° non seulement gélatinise 
le sérum, mais encore contribue à effectuer une stérili- 
sation complète ; cependant, on ne peut être réellement 
sûr d'avoir tué tous les germes que lorsqu'on a vu les 
tubes rester indemnes de toute culture après un séjour de 
deux semaines à la température de la chambre, ou de trois 
à quatre jours dans une étuve à + 30o (Voy. chap. VIj. 

Un inconvénient de la stérilisation du sérum au bain- 
marie^ inconvénient dont nous avons déjà parlé, est que 
les bouchons d'ouate et la partie supérieure des tubes 
restant hors de l'eau ne sont pas soumis à une tempé- 
rature aussi élevée que l'indique le thermomètre; on 
remédie à cela en se servant, au lieu de la chaudière, 
d'une couveuse à air chaud comme celle qui est décrite 
au chapitre YI, et qu'il est toujours bon d'avoir à sa dis- 
position. 

Si l'on désire solidifier le sérum de façon à avoir dans 
l'éprouvette une large surface oblique (Pig. 9, II), les 
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tubes seront déposés dans une boîte plate qu'on placera 
obliquement dans la couveuse. 

Koch se sert, dans ce but, d'une étuve quadrangulaire 
peu profonde, dont on peut voir une coupe dans la fi- 
gure 16 : le fond mesure 35 cent, carrés à l'intérieur, et 
la couche d'eau comprise dans la double paroi est de 6 cen- 




Fig. 16. — Etave plate pour maintenir les éprouvettes iiiclinées pendaqt la soli- 

diO cation du sérum. 

tiniètres de profondeur (aa) et de 3 centimètres d'épais- 
seur sur les côtés. Le bord saillant de la paroi externe 
[eé) s'élève à 1 centimètre, de façon à circonscrire un 
espace où s'enchâsse un couvercle consistant en un carré 
de verre plat [d) qui permet de se rendre rapidement 
compte de la température et de l'état du sérum, et qu'on 
recouvre d'un carré de feutre (a), mauvais conducteur de 
la chaleur. On introduit Teau par le tube (/") et l'air s'é- 
chappe par un tube semblable placé à l'autre bout. On 
dispose l'appareil obliquement en mettant une cale {g) 



^ 
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SOUS deux de ses pieds; le modèle figuré ci-dessus peut 
contenir deux rangées de tubes, entre lesquels on place un 
thermomètre. 

Ce procédé de « pasteurisation » combinée au 
« chauffage discontinu », dont nous avon& indiqué 
le manuel opératoire (Voy. chap. l•^ p 10-11) a été 
mis en usage pour la première fois par Koch pour pré- 
parer du sérum destiné à la culture du bacille de la tu- 
berculose ; on doit toujours l'employer lorsque le sang 
n'a pas été recueilli avec toutes les précautions de pro- 
preté désirables. 

Mais, lorsqu'il a été possible de recueillir le sang en 
saignant adroitement l'animal, avec des instruments sté- 
rilisés et après avoir soigneusement lavé la place de la 
saignée avec une solution de sublimé à 1 pour 1000, on 
peut habituellement négliger l'ennuyeuse et difficile for- 
malité de la stérilisation préliminaire, mettre immédia- 
tement le sérum dans les tubes et procéder directement 
à la solidification à + 68<» ou + 70». • 

Si Ton désire conserver pendant quelque temps le 
sérum stérile dans un grand vase, on ne peut pas em- 
ployer la méthode que nous venons de décrire ; il est 
mieux alors de le filtrer à travers un filtre Chamberland 
(sous une faible pression), dans un ballon Pasteur 
(Fig. 67), dont on ferme rapidement le tube à la flamme, 
pour ne plus l'ouvrir qu'au moment d'en répartir le 
contenu dans les éprouvettes. 

On devra se rappeler que les substances albuminoïdes 
filtrent difficilement à travers la porcelaine et que, par 
suite, le sérum filtré est très appauvri de ces principes, 

La sérosité des épanchements (ascite, pleurésie, hy- 
drocèle) peut aussi servir de milieu de culture (Voy. 
chap. XI) et sera préparée de la même façon que le 
sérum sanguin. 

Si ToD ajoute 6 à 8 parties de glycérine stérilisée pour 100 de 
séruto et qu'on fasse solidifier à une température un peu plus 
élevée que celle indiquée (c'est-à-dire.-}- 75" à + 78°), on obtient 
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nnsérum glycérine solïàiûéj qui, d'après Roux et Nocard, constitue 
un bien meilleur milieu de culture pour le bacille de la tubercu- 
lose que le sérum simple. 

On peut aussi faire usage du sérum comme gélatinisant des 
milieux de culture, au même titre que la gélatine ou l'agar; 
Lœifier s'est servi utilement d'un mélange composé de 3 parties 
de sérum liquide stérilisé, i partie de bouillon neutralisé, conte- 
nant 1 pour 100 de peptone, 1 pour 100 de glycose, et 3 pour 100 
de chlorure de sodium : la solidification sefaità-f- 66**. C'est là un 
excellent milieu de culture pour le bacille de la diphtérie. 

4. Mie de pain, — On coupe des tranches de pain blanc, 
dont on prend la mie ; on l'émielte en très petits mor- 
ceaux, qu'on laisse sécher à l'air sous une feuille de 
papier-filtre. Lorsque, quelques jours après, elle est asses: 
sèche pour être pulvérisée, on la moud très finement 
dans un moulin à café, et cette poudre est mise dans un 
bocal couvert seulement avec du papier. Lorsqu'on veut 
s'en servir, on en prend' un poids déterminé, qu'on met 
dans un flacon stérilisé, bouché avec de l'ouate, où 
elle forme une couche unie (il en faut habituellement 
8 grammes pour undes plus petits flacons d'Erlenmeyer), 
Avee une pipette, on introduit dans le flacon de l'eau 
stérilisée, environ deux foi? et demie le poids de la pou- 
dre de pain ; on stérilise à la vapeur pendant une demi- 
heure, deux fois, avec un jour d'intervalle. 

On peut se servir aussi de tranches de pain blanc, stérilisées 
ou non à la chaleur sèche, mouillées avec de l'eau stérilisée et 
portées dans le cylindre à vapeur ; mais la poudre de pain donne 
ime préparation plus uniforme et plus commode. 

Le pain humide est particulièrement employé pour la 
culture des moisissures, mais beaucoup d'espèces de 
bactéries y cultivent aussi; on peut, du reste, varier ce 
milieu de culture en l'arrosant avec du bouillon, du 
jus de prunes, de la décoction d'engrais, etc. (Brefeld). 

5. Lait de riz. — Récemment, Soyka a recommandé le 
mélange suivant, qu'il a employé avec succès pour ses 
cultures en vase clos (Voy. chap. VI) : riz en poudre 
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10 grammes ; lait, 15 grammes ; bouillon neutre, 5 centi- 
mètres cubes ; bien mélanger et distribuer dans des 
' cristallisoirs de verre avec une pipette ; stériliser en 
plusieurs temps dans la vapeur deux jours de suite; le 
liquide se solidifie en une couche d'un blanc opaque au 
fond du cristallisoir. 

6. Autres milieux de culture. — Nous n'en mentionne- 
rons que quatre: 

a). D'après Soyka, toutes choses égales d'ailleurs, la formalion 
des spores du bnciUus anthracis est considérablement activée 
. par Taddition d'une certaine quantité de sable stérilisé an bouil- 
iou de culture : 2 à 4 centimètres cubes de bouillon pour 25 gram- 
mes de sable, constituent un < sol artificiel » des plus fayorables 
(FortschrUt d. Médicin, IV, 4886). 

b). La culture sur des blocs déplâtre humide a été employée, 
d'abord par Engel pour favoriser la sporulation des levures. Han- 
sen recommande de faire des blocs en forme de cônes tronqués, 
mesurants centimètres de haut, 4 centimètres de diamètre au som- 
met et 5 centimètres à la base ; 00 les place* dans des cristallisoirs de 
verre profonds de 5 centimètres, recouverts par d autres cristal- 
lisoirs renversés ; on verse dans les récipients de l'eau stérilisée 
■jusqu'à hauteur de la moitié du bloc {Meddelelser f, Carlsberg, 
laborat. II, 218). 

On peut donner à ces blocs toutes les formes désirables ; nous 
nous sommes servi, pour notre part, de petits cylindres de plâtre 
(8 parties de plâtre et 3 parties d'eau) moulés dans des tubes 
de verre ; les formes dans lesquelles on les moule ne doivent pas 
Hre enduites d'huile. On les place dans des éprouvettes bouchées 
à l'ouate, et on stérilise à l'étuve sèche à -f 115* ; une plus haute 
température enlèverait au plâtre une trop forte proportion de son 
eau de cristallisation. 

c). Œufs. — On prend un œuf qu'on secoue violemment pour 
arriver à mélanger le jaune avec le blanc, on lave la coquille au 
sublimé, puis on flambe le bout où se trouve la chambre à air, 
jusqu'à ce qu'il devienne noir ; on fait alors un trou à ce niveau 
dans la coquille avec une pointe, on introduit par ce trou l'aiguille 
à inoculation, et on ferme avec de la cire à cacheter ou du 
collodîon. • 

4). Gélatine colorée. — Noeggerath prépare le mélange suivant 
avec des solutions aqueuses concentrées de couleurs d'aniline : 
bleu de méthyle, 2 c. c. ; violet dé gentiane, 4 c. c. ; vert de mé- 
thyle, 1 c. c. ; chrysoldine, 4 c. c. ; fuschine, 5 c. c. ; eau, 200 ce. 
On laisse reposer pendant dix à quatorze jours : on a une solution 
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bleu noir ou gris foncé, dont on met sept à dix gouttes pour 
lO c. c. de gélatine-peptone; on fait bouillir deux fois, on versa 
dans des assiettes de porcelaine blanche et on ensemence en stries 
à la surface (comme dans la Fig. 29). 

Les microbes, en cultivant, produisent dans la géia- q 
tine des changements de coloration qui peuvent ser- m"^ 
vît à en diagnostiquer l'espèce (Fortschritt d, Médicin^ /f 
1888, nM). 



Remplissage des appareils à culture. 



Pour ce qui est du sérum, du pain et du 
lait de riz, nous avons déjà indiqué la manière 
d'opérer; mais, pour les milieux de culture gé- 
latinisés, nous allons entrer dans des détails 
plus précis. 

On les. conserve, comme les cultures li- 
quides, dans des flacons bouchés à Touate, 
d'une contenance de 150 à 250 centimètres 
cubes. Il est bon d'avoir, en outre, des réci- 
pients plus petits, tels que des tubes à essai, 
de. façon à ce que, lors qu'on n'a besoin que 
d'une petite quantité de gélatine, on ne soit 
pas obligé d'ouvrir un grand flacon; car, cha- 
que fois qu'on en ouvre un, il faut stériliser à 
nouveau ce qu'on y laisse. 

Lorsqu'on veut verser le contenu d'un flacon 
de réserve dans des récipients à culture, il 
faut d'abord liquéfier au bain-marie,ou mieux 
dans le cylindre à vapeur. Dans les tubes et 
les flacons à ouverture relativement large, on pjg j^ 
peut verser directement de la bouteille, mais pipette avec 
il est mieux de se servir de grandes pipettes d'oïSeena, 
(Fig. 17) ; ces dernières sont d'abord lavées, . 
séchèes, enveloppées dans du papier et stérilisées, si leur 
longueur le permet, dans l'étuve sèche à + 150°; sinon, 
on les passe et repasse pendant quelques minutes dans 
la flamme d'un bec de Bunsen ou d'une lampe à alcool. 
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Pour éviter d'exposer les pipettes aux impuretés, en les 
posant sur la table, on peut les placer sur de petits 
porte-couteaux en verre (Fig. 18) dont le bord supérieur 
a été flambé au moment de s'en servir. 

On remplit le tube avec la gélatine à la hauteur de 
3 centimètres du fond (il faut avoir soin de ne pas 
mouiller les bords de l'ouverture du tube, au point de 
contact avec le tampon d'ouate, sans quoi ce dernier 
resterait collé au verre) et on rebouche le plus vite 
possible. Lorsqu'on a affaire à un flacon à col étroit, le 

mieux est de 
se servir d'un 
entonnoir sté- 
rilisé à la va- 

Fig. 18. — Pipette sur des porte-couteaux. pCUr. 

Une fois 
remplis, les récipients sont finalement stérilisés dans le 
cylindre à vapeur pendant cinq à dix minutes; quand on 
ne peut pas se servir de cet appareil, on fait bouillir 
séparément au bain-marie chaque éprouvette ou chaque 
flacon. Lorsque la gélatine est solidifiée, les tubes sont 
enveloppés plusieurs ensemble dans du papier, pour en 
mettre l'extérieur, et surtout le tampon d'ouate, à l'abri 
de la poussière. 

Après quelque lemps d'attente, la gélatine commence & se trop 
desséclier, ce que Ton reconnaît à ia dépression de sa surface au 
milieu du tube. Lorsqu'on enfonce une aiguille dans une gélatine 
ainsi desséchée, il se forme une crevasse qui peut modifier l'ap- 
parence de la culture, lorsque les microbes Tiennent à se déve- 
lopper le long de la piqûre; avant donc de se servir de cette 
gélatine, il faut toujours la faire fondre et solidifier de nouveau. 

Pour empêcher le dessèchement des cultures sur gélatine ou 
jagar, ce qui ne saurait tarder lorsqu'on les expose à des tempé- 
raturcff élevées, on recouvre l'ouverture du tube bouché à l'ouate 
d'un petit capuchon de caoutchouc. Il faut avoir soin que Touate 
aussi bien que le capuchon soient absolument stériles, sans quoi 
les cultures pourraient être contaminées, car les spores de moi- 
sissures, incapables de proliférer dans les tampons d'ouafe^ à 
Tair libre, c'est-à-dire secs, se développent facilement dans 
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Touate humide. Pour cette raison, il faut absolument flamber 
l'extrémité du tampon et soigneusement passer le capuchon de 
caoutchouc dans la solution de sublimé avant de le mettre en 
place. On peut encore emi)êcher le dessèchement de la culture de 
la façon suivante : après avoir flambé le bouchon d'ouate, on 
trempe rorifîcé du tube dans de la paraffine liquide, qui se durcit 
rapidement et forme une enveloppe imperméable à Tair. 



CHAPITRE IV 

Méthodes d'isolement. 



On a vu, dans les chapitres précédents, qu'il e*t rela- 
tivement facile de stériliser les appareils et les milieux de 
culture, aussi bien que de les conserver stériles pour un 
temps illimité. La seule difficulté sérieuse dans la culture 
des microbes a toujours été de se procurer des matériaux 
de culture pure, c'est-à-dire ne contenant qu'une seule 
espèce de microbe. L'ubiquité des microbes et l'exiguité 
de leurs dimensions forcent de recourir à des méthodes 
spéciales et compliquées; car, d'une part, leur omni- 
présence rend très difficile l'exclusion des germes étran- 
gers, et, d'autre part, l'infinie petitesse de chaque germe 
rend impossible de le semer individuellement, isolé- 
ment, comme on le fait pour les végétaux d'un ordre 
plus élevé. 

On a pu cependant y arriver pour certaines formes de 
champignons, et Brefeld a depuis longtemps (1874) 
recherché et réalisé le procédé idéal pour tirer ses cul-- 
tures de moisissures d'un germe unique, semé sous le 
contrôle du microscope ; en 1883, Emil Chr. Hansen, dans 
ses travaux sur la levure, qui sont d'un si grand intérêt 
pour l'industrie de la brasserie, a préparé ses cultures 
en démontrant qu'elles procédaient d'une cellule unique, 
par . des méthodes plus perfectionnées que celles de 
Brefeld. 
Mais les germes bactériens, qui sont éphémères, très 
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petits et sans caractères bien tranchés, échappent com- 
plètement à ce genre de manipulation. Il a donc été 
nécessaire de recourir à d'autres moyens pour obtenir 
des matériaux purs à inoculer, et en 1881, Koch a réussi 
d'une manière ingénieuse et simple à surmonter les 
difficultés; il a indiqué un procédé d'isolement des ger- 
. mes microbiens qui restera certainement, dans l'avenir, 
comme la. meilleure des méthodes à suivre. 

Avant de passer à la description de la méthode de Koch, 
qui, avec quelques modiGcations, sera d'un usage cons- 
tant dans la suite de cet ouvrage, nous devons indiquer 
brièvement les premières méthodes, non seulement en 
raison de leur intérêt historique,, mais aussi parce que, 
dans certaines circonstances, nonobstant la découverte 
beaucoup plus parfaite du procédé de Koch, on peut être 
obligé d'y recourir ou avoir avantage à le faire. 

Toutes les méthodes qu'on a employées pour arriver 
à ensemencer des cultures pures peuvent être rangées 
dans deux groupes : A, celles où l'on a mis à profit les 
différences physiologiques existant entre les microbes, 
pour arriver h les séparer; B, celles où cette séparation 
est opérée directement. 

A. — Méthodes fondées sur les différances physiologiques. 

Si, par exemple, une espèce virulente existe au milieu 
de beaucoup d'autres microbes non pathogènes, dans 
un liquide putride, on peut obtenir la première à l'état 
de pureté en inoculant un animal approprié, dans le sang 
duquel le microbe pathogène se développer a tandis que 
les autres mourront; c'est ainsi qu'on a isolé, dans le 
sang putréfié, lé microbe de la septicémie du lapin 
(Pasteur), celui de la septicémie de la souris (Koch), 
et celui d'une autre septicémie du lapin (Davainc). 

Prenons un autre exemple : suivant Pasteur, dans le 
sang d'un animal mort du charbon, qu'on a conservé 
dans une haute température ou qui, en raison du volume 
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du corps, s'est refroidi lentement, on trouve, à côté du 
bacillus anthraciSf dès que la putréfaction a commencé, 
ce qu'il a appelé le vibrion septique^ qui est identique 
au bacille dé l'œdème malin de Koch. Pasteur a réussi 
à isoler ces deux espèces pathogènes, en utilisant 
leur manière différente de se comporter en présence de 
l'oxygène libre ; la première étant anaérobie, tandis que 
la seconde est aérobie, toutes les deux cultivant sur le 
pain, il a obtenu des cultures de Tune ou de l'autre en 
ensemençant le sang, tantôt dans des récipients où l'air 
avait été remplacé par de l'acide carbonique (Voy. 
chap. VllI), tantôt dans un flacon de culture ordinaire. 
Ces exemples peuvent être multipliés à l'infini, en culti- 
vant dans des milieux acides ou alcalins, avec ou sans 
addition de certains antiseptiques, à des températures 
hautes ou basses, etc., mais il n'y a que deux méthodes 
de ce groupe que nous ayons besoin d'étudier de plus 
près: 

t. Cultures fractionnées (Klebs, 1876). — Les difî'érentes 
espèces microbiennes qui vivent et prolifèrent dans un 
liquide quelconque ne sont pas nécessairement dissé- 
minées en proportions égales dans tous les points de ce 
liquide : les unes, immobiles de leur nature, s'accumulent 
au fond ou adhèrent aux parois du vase ; les autres, au 
contraire, se déplacent dans tous les sens; certaines for- 
mes s'étendent en pellicule à la surface, d'autres proli- 
fèrent seulement dans la profondeur, là où il y a moins 
d'oxygène. 

De plus, suivant la nature du liquide, certains micro- 
bes l'envahiront tout entier avec une grande rapidité et 
dépasseront de beaucoup le nombre d'autres microbes qui 
arrivent à y vivoterseulement : si l'on prend une très petite 
quantité d'un semblable liquide et si on l'ensemence dans 
un tube à culture, on ne transportera qu'un petit nombre 
de germes, et ces demi ers, encore moins également distri- 
bués dans leur nouveau milieu, se développeront avec une 
disproportion marquée. On prend alors une très petite 



MÉTHODES d'isolement 51 

quantité de ce dernier mélange, pour Tensemencer dans 
un nouveau ballon ; en répétant cette opération un 
certain nombre de fois, il finit par arriver un moment où la 
substance qu'on ensemence est absolument pure, c'est- 
à-dire ne renferme qu'une seule espèce de microbe. 

Cette méthode n'a qu'une valeur secondaire; on ne 
peut compter que ces cultures fractionnées arrivent 
finalement à donner une culturepure d'une espèce cfé/er- 
minée de micro-organisme, parmi ceux qui se trouvent 
dans le liquide primitif, quand même cette espèce y 
serait au début, en quantité tout à fait prédominante; le 
résultat final peut être souvent la culture d'une des bac- 
téries de putréfaction qui, étant en très petit nombre 
dans les premières cultures, ont pris peii à peu l'avan- 
tage sur les autres par le hasard des transports succes- 
sifs. Cependant, cette méthode des cultures fractionnées 
peut encore servir çà et là, pour suppléer les autres. 

2. Isolement par la chaleur (Cohn, i8'76). — On a remar- 
qué depuis longtemps que beaucoup de liquides d'ori- 
gine organique (lait, infusion de foin, infusion de 
pois, etc.), malgré une coction prolongée et malgré 
qu'on les maintienne à l'abri des germes de l'air, sont 
envahis par des colonies microbiennes, et les partisans 
de la génération spontanée n'ont pas manqué d'utiliser 
ce fait comme un argument en faveur de leur théorie ; 
c'est Cohn qui a montré le premier, en 1876, par une 
série d'expériences faites avec l'infusion de foin, que ce 
phénomène tient à la résistance extraordinaire qu'oppo- 
sent certaines spores à l'action de la chaleur. 

La chaleur d'ébullition détruit rapidement les bacté- 
ries sans spores, mais ces dernières (dans les expérien- 
ces faites par Cohn sur le bacillus subtilis) ne sont pas 
tuées; Brefeld a> aussi démontré ce fait par l'observation 
microscopique directe de la germination des spores 
après ébullition. 

Ces observations ont permis d'arriver à obtenir des 
éléments d'ensemencement purs avec certains bacilles à 
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spores ; pour le bacillus subtilis , en particulier, on y 
arrive facilement de la manière suivante :on met unepetite 
quantité d'eau avec du foin dans un flacon, qu'on expose 
pendant plusieurs heures à une température de + 30 à 
+ 40» (soit dans une étuve, soit directement au-dessus 
d'une flamme, après avoir eu soin de mettre un thermo- 
mètre dans le liquide). L'infusion, d'une couleur rouge- 
brun foncé, est diluée avec de l'eau distillée jusqu'à ce 
qu'elle ait une coloration jaune d'or clair (densité : 1006) ; 
on filtre à travers une mousseline, on neutralise avec du 
carbonate de soude; on verse dans plusieurs récipients bou- 
chées à l'ouate et on fait boni llir pendant dix minutcs,après 
quoi on laisse àl'étuve à + 30« ou -|- 40»; dans l'espace de 
deux jours, uïi plus ou moins grand nombre de réci- 
pients contiendront des cultures de bacillus subtilis, 
reconnaissables à ce qu'elles forment à la surface du 
liquide une pellicule unie et résistante. 

11 faut se rappeler que, parmi les différentes espèces 
de spores résistantes, il y a de grandes variétés dans 
.leur aptitude à supporter la chaleur à + 100®; quel- 
ques-unes survivent à peine quelques minutes à l'ébuUi- 
tion, tandis que d'autres supportent cette température 
pendant des heures (Voy. chap. XII). Les limites d'utili- 
sation de cette méthode sont suffisamment indiquées par 
ce que nous venons de dire : on ne "peut s'en servir que 
pt)ur-isoler les bacilles dont les spores sont extrêmement 
résistantes, et les cultures qu'on obtient ainsi ne peuvent 
être considérées comme pures en toute certitude, que si 
le liquide d'inoculation ne contient pas plusieurs espèces 
dont les spores aient lemême degré de résistance. Cepen- 
dant, malgré ces desiderata, la méthode de chaleur peut 
encore présenter quelques avantages pour obtenir l'iso- 
lement dans certains cas exceptionnels. 
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B. — Méthodes iflaolement par séparation directe. 

1. Méthode du tube capillaire {Salomonsen, 1876). — On 
arrive èk de meilleurs résultais avec les méthodes qui 
permettent d'effectuer la séparation immédiate des 
germes originairement contenus 
dans un milieu quelconque. La plus 
ancienne est la suivante, qui repose 
sur l'observation des changements 
de couleur qui se produisent dans 
le sang en putréfaction : le sang de 
bœuf, rouge viT, défibriné avec un 
agitateur, prend en se putréfiant, 
une coloration rouge foncé ou rouge 
brun, due, partie à ce que les cor- 
puscules sanguins ont perdu leur 
matière colorante, partie à la dé- 
soxydation de l'oxyhémoglobine, et 
partie à d'autres modifications chi- 
miques. Si le sang, immédiatement 
après avoir été défibriné, est laissé 
dans un bocal cylindrique, où il ^'Sù'«^^'b^f!*d*BÎ 
puisse rester absolument au repos, ^hniona^miam 
à une température relativement ii>i]i«ideiniicrab«iriei> 
basse, soit +10", on observe des Se'«enim"V S(;h«s"'«i- 

modillcations de COlorâlion, COm- longéS!;(-,liche«.rron-- 

menQaot par des points dissémines les langum ■rcumDiéi. 
çà et lè> dans la masse sanguine. Un 
examen attentif permet de reconnaître que ces noyaux 
■ de putréfaction sont dus à des microbes (moisissures ou 
levures). Près du fond du vase(Fig. 19 c), où les corpus- 
cules sanguins sont accumulés en une masse où les 
■microbes se développent également dans toutes les direc- 
tions, lès taches sont rondes, nettement délimitées, d'une 
coloration rouge foncé; au-dessus {b), ces taches sont 
allongées, .souvent en forme de masques, à contours 
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moins nets et jamais d'une couleur aussi foncée ; dans 
cette couche, les globules du sang sont en suspension 
dans une quantité de sérum relativement considérable, 
ot les microbes ont pu s'enfoncer sans obstacle jusqu'au 
fond, indiquant leur passage par la formation de taches 
allongées ou de raies. 

Si Ton veut faire usage de ce procédé pour obtenir 
des cultures pures des différents microbes de la putré- 
faction qui cultivent dans le sang, il faut aspirer du 
sang de bœuf défîbriné dans de longs tubes capillaires 
en verre (de 50 à 60 centimètres de long sur 1/2 à 
1 millimètre de diamètre); on fixe ces tubes sur des 
bandes de carton, larges de 3 1/2 centimètres, au moyen 
d'une goutte de vernis déposée à chaque extrémité, et qui 
sert en même temps à fermer les orifices du tube (1). 

Les tubes ainsi remplis et disposés, on les laisse h la 
température ordinaire de la chambre et on les observe 
chaque jour : les taches de putréfaction apparaissent 
bientôt, les unes très peu de temps après l'introduction 
du sang dans l'appareil, les autres plusieurs jours 
après; tantôt, elles s'étendent avec rapidité; tantôt, 
elles progressent lentement. Le nombre des taches 
successives, l'époque d'apparition de chacune d'elles, son 
extension journalière, sont soigneusement notés sur le 
carton; l'accroissement de chaque tache s'indique matin 
et soir par des traits au crayon, comme on peut le voir 
dans la figure 20. Ce dessin représente le bout d'un carton 
auquel est fixé un tube contenant trois taches de putré- 
faction, et rend toute autre description superflue. 

Ces taches de putréfaction sont constituées par les 

(1) Nous pouvons recommander la composition suivante : 
8 parties de résine mélangée à 2 parties 1/2 de cire, qu'on agite 
continuellement pendant le mélange ; on ajoute de la térébenthine 
petit à petit, jusqu'à ce que l'on reconnaisse qu'une goutte du 
mélange liquide total se solidifie dès qu'elle est tombée sur une 
plaque de verre. On peut encore se servir de la a cire Gaioz » 
(qu'on trouvera chez Alvergniat frères, 10, rue de la Sorbonne, 
Parip). 
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germes microbiens qui Bont tombés par hasard dans 
le sang après qu'on l'a eu tiré de l'animal; donc, it peut 
y en avoir beaucoup dans un point et très peu dans un 
autre ; mais l'important. ici, est que chacune des taches ne 
renferme qu'une seule espèce de microbe, provenant de 
la prolifération d'un seul ^erme. Par suite, si les points 
colorés sont suffisamment loin les uns des autres dans 
les tubes, de telle façon qu'ils ne viennent pas à se 
confondre rapidement, on a dans chacun d'eux une 
petite culture pure contenant une forme spécifique de 
microbe. Parce procédé, l'ensemble complexe des agentf' 



rig. 10. — Eilrémilé d'un carlon lur lequel cit Blé un tub« &i|>iilitire regipl 
d< sang. On y ™il ki indintions dn manunl d'appiriliaii desUebea (1» A = 
aprèi midi du 10* jour, ï H = matin du d* jODr), la rapidité de leur déiclop- 

de putréfaction est décomposé dans ses éléments, de 
telle sorte, que le nombre des germes, le temps néces- 
saire à leur développement, la rapidité de leur prolifé- 
ration, etc., tout cela peutêlre représenté graphiquement 
sur la carie. 

3. Hétbode de dilution [Lisler, 1878; Nxgeli, 1879). — 
Cette méthode consiste, étant donné un liquide qui con- 
tient des microbes, à le diluer avec de l'eau stérilisée 
jusqu'à ce qu'une quantité donnée du mélange ne con- 
tienne plus qu'un seul germe ; on se sert alors de cette 
quantité pour ensemencer les flacons de culture, et le 
germe unique qui y est contenu donne naissance à une 
culture pure. 

On compte les germes, dans le liquide d'origine, sous le 
microscope, au moyen d'instruments semblables & ceux 
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qui servent à compter les corpuscules du sang.. Une fols 
connu le nombre de germes contenus, par exemple dans 
5 centimètres cubes du liquide, on ajoute, au moyen 
d'une pipette graduée stérilisée, ces 5 centimètres cubes 
à un volume d'eau stérilisée suffisant pour que 5 centi- 
mètres cubes du mélange correspondent à la moitié du 
chiffre total des microbes, et on agite fortement; on 
verse ensuite, toujours avec une pipette stérilisée 5 cen- 
timètres cubes du mélange final dans une série de 
tubes à culture; théoriquement, la moitié de ces 
tubes resteront stéiriles, n'ayant reçu aucun germe, 
tandis que, selon toute probabilité, chacun des autres 
tubes, ayant reçu un germe unique, donnera une culture 
pure. Lister, qui a imaginé ce procédé, s'en est servi 
pour avoir des cultures pures du bacille du ferment lac- 
tique. Naegeli, de son côté, a cultivé le mierococcus 
urex par la même méthode de dilution. 

3. Méthode d isolement par les milieux de culture solides 
(surtout gélatinisés) {Koch)\ 1881. — Cette méthode con- 
siste à obtenir l'isolement des germes à la surface des 
milieux de culture solides ou dans leur profondeur, 
sous forme de colonies séparées. On prend un flacon 
comme celui qui est dessiné dans la figure 9, VII, conte- 
nant une couche peu épaisse de gélatine nutritive ; on fait 
fondre à environ + 30° et on introduit une goutte du 
liquide contenant des microbes; on agite avec soin pour 
bien disséminer tous les micro-organismes dans la géla- 
tine (Voy. chap. Vil), et, après solidification, on laisse à 
la température de la chambre; au bout de quelque 
lemps, de petites colonies apparaissent, plus ou moins 
séparées les unes des autres, à la surface de la gélatine; 
chacune provenant d'un seul germe, on a ainsi, des 
matériaux d'ensemencement absolument purs. 

Ce que "nous venons de décrire n'est qu'un des nom- 
breux modes d'application de la méthode de Koch ; dans 
un chapitre ultérieur, traitant de l'analyse bactériologi- 
que, cette méthode sera étudiée dans tous ses détails. 
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A Faide des différents procédés que nous venons de 
décrire, on peut avoir assez facilement des matériaux 
d'ensemencement purs pour tous les microbes aérobies 
(Voy. chap. VIII), qui sont lés plus importants. Il nous 
reste maintenant à étudier quels sont les meilleurs 
moyens de transporter ces matériaux dans les appareils 
à culture. 



CHAPITRE V 

Ensemencement des cultures. 



Transporter le contenu d'une colonie dans un bal- 
lon ou un tube de culture est relativement facile : Fou- 
verture indispensable des récipients et le paèsage forcé 
à travers Tair des substances à ensemencer exposent 
nécessairement à quelque danger de contamination; 
mais ce danger est très restreint, et, si Ton agit avec 
soin et rapidité, il est rare que le résultat soit mauvais. 

Les instruments nécessaires pour cette opération sont : 
1° des fils de platine [Koch); 2** de longs tubes de verre 
capillaires ; 3* des pipettes de Pasteur; et 4° des aiguilles 
de verre. 

V, Le fil de p'atine, long de 3 centimètres environ, e.>t 
soudé à Tune des extrémités d'une baguette de verre 
plein, longue de 27 centimètres et épaisse de 4 à 5 mil- 
limètres, suivant la disposition dessinée dans la figure 21. 
Au moment de s'en servir, on flambe le bâton de verre 
et on porte le fil de platine au rouge dans toute sa lon- 
gueur ; lorsqu'après quelques secondes il est suffisam- 
ment refroidi, on le met en contact avec la substance à 
ensemencer, et on Tenfonce rapidement dans le milieu 
de culture. 

Il est bon d'avoir à sa disposition des fils dé platine 
de différentes grosseurs ; les plus fins ont l'avantage de 
refroidir plus vite, tandis que les gros sont moins flexi- 
bles et, pour cette raison, plus commodes lorsqu'il faut 
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les enfoncer dans des substances résistantes, comme, 
par exemple, le foie ou le poumon, ou lorsqu'il faut 
exercer une pression latérale considérable 
sur les milieux de culture, comme quand 
on ensemence une colonie de bacilles tu- 
berculeux sur Tagar, etc. 

On peut donner au fil de platine des 
formes spéciales en rapport avec le but 
qu'on se propose : la torsion en petites 
anses successives (Fig. 21, h) assure l'ad- 
hérence de plus grandes quantités de sub- 
stance ; une anse large è l'extrémité faci- 
lite le transport d'une goutte un peu grosse 
(c) ; enfin, la coudure à angle droit per- 
met d'érafler la surface de la gélatine et 
d'introduire ainsi plus ou moins profondé- 
ment les éléments d'inoculation. (Voy. plus 
loin ce que nous disons des procédés d'en- 
semencement des pommes de terre, etc.) 

Lorsque l'ensemencement doit se faire 
par un orifice étroit et que la tige de verre 
ne peut passer que difficilement ou même 
pas du tout, il faut avoir un fil de platine 
suffisamment long ou recourir à l'artifice 
suivant : on prend de petits morceaux de 
fil de platine (de 5 à 6 millimètres de long) 
on les fait rougir à la flamme en les tenant 
avec une pince stérilisée, on les met en 
contact avec la substance à ensemencer, 
puis on les laisse tomber dans un ballon 
de culture ; le même procédé peut être em- 
ployé avec des tubes capillaires et des ai- ^. J^^ ^J; j^ 
guilles de verre. 

S. Les tubes capillaires mesurent habituel- 
lement 20 à 25 centimètres de long et sont fermés à la 
ampeaux deux bouts. Au moment de s'en servir, oA brise 
'un des bouts^ on passe à la Ûamme et, lorsque e«tte 
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Fig. 22. 
Pipette 
de Pasteur. 



extrémité est plongée dans le liquide à ense- 
mencer, on brise Fautre bout: le liquide monte 
alors dans le tube. On le fait ensuite couler 
dans les ballons de culture en soufflant ; mais 
on a soin de ne pas expulser les dernières 
gouttes pour éviter la contamination possible 
par l'air introduit. 

3. La pipette Pasteur consiste (Fig. 22) en un 
tube de verre dont une extrémité est bouchée 
avec un tampon d'ouate ne faisant pas saillie 
à Textérieur et dont l'autre extrémité est étirée 
en tube capillaire, et fermée à la lampe. On 
stérilise ces tubes à + 150'' et avant de s'en 
servir, on brise le bout fermé et on passe dans 
la flamme. On remplit par succion et on vide 
en soufflant; ces pipettes ont l'avantage sur les 
tubes capillaires, de présenter une capacité 
plus grande et de pouvoir servir à conserver 
les cultures en refermant l'extrémité à la 
lampe aussitôt que la pipette est remplie (Voy. 
chap. XI). 

4. Les aiguilles de;^erre sont faites avec des 
baguettes de verre plein dont on étire à la 
flamme une des extrémités de façon à former 
un prolongement de 15 centimètres de long, 
très effilé ; cet instrument est préférable au fil 
de platine en raison de sa surface absolument 
lisse et de sa rigidité, ces qualités permettant 
de l'employer avec sécurité dans les cultures 
des anaérobies, où il faut éviter avec grand 
soin d'introduire la moindre bulle d'air dans 
la gélatine. 

On peut facilement fabriquer tous ces instruments 
soi-même en se servant d'un bec de Bunsen ou même 
d'une bonne lampe à essence ; une machine à souffler 
le verre facilite naturellement le travail, mais n'est 
pas absolument nécessaire. 
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a) Fils de platine, — . On prend une baguette de verre de 4 
millimètres de diamètre, sur laquelle on marque un trait trans- 
versai de 25 en 25 centimètres ; la tige se rompt nettement en ces 
points avec un léger effort. On prend un des morceaux de la 
main gauche, et on en chauffe un bout à la lampe jusqu'à ce 
qu'il devienne rouge et mou; pendant ce temps, on tieut de la 
main droite une pince entre les mors de laquelle est un fil de 
platine qu'on fait rougir à blanc et qu'on introduit alors bien 
droit dans l'extrémité ramollie de la baguette de verre ; on chauffe 
encore quelques secondes et on laisse refroidir graduellement. 
L'autre bout de la baguette est chauffé au rouge avec -un léger 
mouvement de rotation, pour émousser le rebord coupant de la 
cassure de verre . 

6) Tubes capillaires, — On prend un tube de 6 à 8 millimètres 
de diamètre, on le chauffe au rouge sur un espace limité (1 à 2 
centimètres], en le tournant rapidement dans la flammé, et lors- 
qu'il est nettement ramolli, on l'éloigné du feu et on l'étiré de 
chaque bout en un tube long de 1 mètre environ, dont chaque 
extrémité est séparée du premier tube par fusion à la lampe. On 
peut de même, avec la flamme, diviser ce long tube capillaire en 
morceaux de longueur moindre, qui se trouvent par la manœu- 
vre même fermés à leurs deux extrémités; la température éle- 
vée à laquelle il a fallu porter le verre et cette obturation immé- 
diate sont une garantie contre la présence de tout microbe à l'in^ 
térieur. 

Plus le tube premier est large, plus long pourra être Je tube 
obtenu par étirement; plus cet étirement sera fait doucement et 
limité en longueur, plus les parois du tube capillaire resteront 
épaisses ; tous ces détails étant connus, il est facile d'arriver à 
avoir un tube dans les dimensions exactes exigées par l'usage 
qu'on en veut faire. 

c) Pipette Pasteur, — On prend un tube de verre de 15 centi- 
mètres de long, on chauffe dans la partie moyenne, et on étire 
comme pour faire un tube capillaire de 30 centimètres; le milieu 
de ce tube capillaire exposé à la flamme, se rompt et se bouche en 
même temps, de sorte qu'on a une pipette de chaque main. On 
émousse à la lampe les bords de l'autre bout de chaque pipette, 
on laisse refroidir, pais on bouche à louate et on stérilise à 
-f 150\ 

rf). Aiguilles de verre. On étire de la même façon que pour les 
tubes capillaires, en se servant de baguettes de verre plein au 
lieu de tubes. 

Pour donner une idée des petites manœuvres nécessaires pour 
faire un ensemencement pur, nous allons décrire en détail (a) 
l'ensemencement d'un tube de gélatine au moyen de l'aiguilie 
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et (6) r ensemencement d*un bouillon contenu dans un ballon à 
étroite encolure au moyen de petits morceaux de fil de platine. 
a). On choisit plusieurs tubes de gélatine qui ne soient pas 
trop desséchée (Voy. p. 46) et on en fait tourner les tampons 
d'ouate plusieurs fois sur eux-mêmes, pour être sûr qu'ils 
n'adhèrent pas aux parois du tube. L'aiguille de platine stérilisée 
comme ci-dessus et refroidie pendant deux minutes, on ouvre 
le tube qui renferme la subslauce à ensemencer ; ce temps est 

exécuté en ayant bien soin de faire 
tourner le boucon d'ouate avant de 
Tenlever pour écarter de devant, l'ai- 
guille toute espèce de brins d'ouate 
pouvant rester collés au verre. L'em- 
bouchure du tube doit être maintenue 
en Tair ou en bas, suivant que les 
microbes contenus liquéfient ou non 
la gélatine. Le bouchon d'ouate qu'on 
a enlevé doit être tenu de façon que 
sa partie profonde, en rapport avec 
la partie interne du tube, ne puisse 
rien toucher qui soit susceptible de 
la contaminer. On trempe alors rapi- 
dement l'aiguille dans la culture, on 
la retire et on replace le bo uchon (II 
n'est pas nécessaire de tre mper l'ai- 
guille en entier, l'extrémité seule se 
charge d'un nombre de germes abso- 
lument suffisant ; si, pour une raison 
quelconque, on tient à en emporter 
beaucoup, on fait au fil de platine 
des anses, comme dans la Fig. 22, 6. 
c.) Le tube à ensemencer est main- 
tenu renversé ,(Fig. 23), on l'ouvre 
avec le même mouvement rotatoire 
du bouchon, et le fil de platine chargé 
de matière est rapidement enfoncé dans la gélatine, en un ou 
plusieurs points ; on rebouche, on stérilise le fil & la flamme et on 
colle sur le tube une étiquette portant indication de la date de 
l'origine des substances employées, etc. 

6). On sèche soigneusement la surface du flacon contenant le 
bouillon stérilisé et on passe à la flamme la partie inférieure du 
capuchon de caoutchouc et la partie contiguê du goulot, en 
même temps qu'on mobilise un pou le caoutchouc afin qu'il 
puisse aisément s'enlever d'une seule tnain. on a préparé 
d'avance des pinces itirilltées sur dei supports en verre (Fig. 18) 
ou éaas un verre peu profond, ainsi ^uo des petits moroeaux de 




Fig. 23. — Ensemenreineut 
d'un tube de gélatine. 
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fil de platine dans un cristallisoîr. On prend un de ces fils par un 
bout, entre les mors de la pince, de façon qu'il forme un angle 
droit avec l'axe de cette dernière, on le porte au rouge dans la 
flamme et on le laisse refroidir. 

Il est alors trempé dans la colonie qu'on veut ensemencer, 
puis projeté dans le ballon de culture, qu'on débouche de la 
main gauche au moment même; on replace le bouchon solide- 
ment et on colle l'étiquette. 



CHAPITRE VI 

Étuves et Thermo-régulateurs. 



La plupart des microbes connus et cultivés jusqu'à 
présent se développent à la température ordinaire de 
la chambre (+ 15° à + 20°); on n'a donc pas autre 
chose à faire, lorsqu'on veut laisser les cultures pousser 
et observer leur marche, qu'à les placer quelque part 
en sûreté dans une pièce où l'on se tient (1). 

Après une période d'incubation plus ou moins longue, 
on peut voirie point de départ de la culture et, même à 
l'œil nui on peut se rendre compte des grandes dissem- 
blances qui existent souvent entre les cultures des diffé- 
rents microbes (2). 



(1) Pour coDserver des cultures longtemps, et surtout pour les* 
exposer daus une collection, Soyka recommande d'ensemencer 
sur des milieux solides disposés dans de petites boîtes de verre 
(Voy. Fig. 11). qu'on ferme hermétiquement à la paraffine. Par 
ce procédé, il réussit à arrêter l'extension de la colonie à un 
certain point de son développement, tout en conservant la possi- 
bilité de reproduction des germes et en prévenant le -dessèche- 
ment (Voir, pour plus de détails, in Zeitschr. f. Hygiène^ 1888). 

Si Ton veut seulement conserver longtemps des microbes 
vivants et capables de reproduction, le meilleur moyen est de les 
cultiver d'abord en milieu liquide et d'aspirer dans des tubes dont 
on ferme les deux bouts à la lampe (Voy. Fig. 53, h) ; on conserve 
ces tubes dans lobscurité, à une température peu élevée; les 
microbes s'y trouvent alors à l'abri des trois agents d'atténuation: 
l'oxygène, la lumière et la chaleur. 

(2) En 1880 même, alors qu'on se servait presque exclusive- 
ment des cultures liauides, nous avions (léja signalé les diffé- 
rences existant dan? l'aspect macroscopique des cultures et le 
parti qu'on pouvait en tirer pour juger ae la pureté de la culture, 
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Quelquefois cependant il peut être indispensable de 
cultiver à des températures plus élevées et plus unifor- 
mes que celles que nous avons dans nos chambres d'ha- 
bitation ; en effet, certaines espèces de microbes ne se 
développent vite qu'à de hautes températures, d'autres ne 
cultivent, jamais au-dessous de + 30° et quelques 
espèces ont besoin de chaleur pour effectuer leur sporu- 
lation. De plus, Pasteur a démontré le premier que la 
culture à haute température peut modifier les caractères 
physiologîqueg des microbes, et c'est là un des principes 
de la fabrication dés vaccins. 

Enfin, il peut y avoir souvent des raisons de cultiver 
longtemps un micro-organisme à une température exac- 
tement constante, quelle qu'elle soit. 

C'est pourquoi on se sert d'étuves ou couveuses dans 
lesquelles on peut maintenir la température au même 
point pendant des semaines et des' mois. Ce maintien 
d'une température constante est entouré de difficultés; 
les variations de température de la chambre même où 
est l'étuve sont des* causes de perturbation ; on les com- 
bat ^n entourant l'étuve avec une substance non conduc- 
trice de la chaleur, aussi épaisse que possible, et en 
plaçant l'appareil dans une cave ou tout autre endroit 
analogue où la température change peu. Les variations 
dans la force de la source de chaleur employée sont aussi 
des. dangers, particulièrement lorsqu'on se sert du gaz, 
dont la pression varie plusieurs fois dans lé cours de 
la journée; on obvie à cet inconvénient à l'aide de régu 
lateurs de pression et de thermo-régulateurs de modèle^* 
différents. 

Nous avons fait dessiner (Fig. 24) une petite étuve qui 
. peut rendre beaucoup de services, coûte relativement 

où faire le diagQosti.c de Tespèce de microbe ; ce diagnostic était 
parfois plus facile à faire à Toeil nu qu'au microscope. Lorsque, 

Elus tard, oa fit usage des cultures sur gélatine de Koch, on eut 
ien plus d'occasions d'observer des différences tranchées entre 
les cultures d'origines diverses, comme on peut voir, par exemple, 
dans les figures 42 et 69. 

3 



6S TECHNIQUE BACTÉRIOLOGIQUE 

bon marché et se règle automatiquement. C'est une 
boite quadraiit;ulaire en zinc ou en cuivre, supportée 



par un pied de fer dont les branches sont hautes d'en- 
viron 24 centimètres. Le dessus et le fond de la boite, 
ainsi que trois des côtés, sont formés d'une double paroi 
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dont Tespace vide, large de 2 centimètres à 2 centimè- 
tres 1/2, peut être entièrement rempli par de F eau intro- 
duite par une ouverture (a) qu'on boucheavecun bouchon 
solide ; le quatrième côté est une paroi simple qui sert 
de porte. Au centre de la face supérieure, il y a un tube 
de 3 centimètres de diamètre, faisant communiquer Tin- 
térieur de la boîte avec Textérieur ; il sert à supporter un 
thermomètre (ô), maintenu par un bouchon perforé, de 
façon que la cUvette soit au milieu deTétuve et la colonne 
montante visible à Textérieur, pour qu'on puisse lire la 
graduation sans ouvrir la porte. Ordinairement, on dis- 
pose un autre thermomètre entièrement contenu dans 
i'étuve, où il trempe dans un verre rempli d'huile, ceci 
destiné à empêcher le mercure de descendre trop rapi- 
dement lorsqu'on sort le verre pour lire la température. 
Sur la face interne des parois latérales font saillie plu- 
sieurs supports (ce) y sur lesquels on peut placer des rayons 
de verre ou de métal, destinés à porter un grand nombre 
de petits objets. L'extérieur de la boite est recouvert de 
feutre, muni d'un tube de Verre pour montrer la hau- 
teur de l'eau contenue dans la double paroi (d) et d'un 
robinet destiné à la vider {e). On chauffe avec un bec de 
Bunsen dont le tube a été enlevé et qui donne par 
suite une flamme blanche, pointue; cela permet de 
réduire la flaniime au minimum, sans qu'il y ait chance 
d'extinction. 

La température est maintenue à un point constant au 
moyen d'un régulateur [g) qui communique avec l'espace 
rempli d'eau par un orifice situé en b. 

Deux types de ces appareils sont surtout en usage 
dans les laboratoires le : thermo-régulateur de Rohrbeck 
(Fig. 26), que nous recommandons particulièrement, et 
celui de Reichert (Fig. 26). 

Thermo -régulateur de Reichert (Fig. 26). — Le gaz entre en 
a, passe h. travers l'orifice b et se rend au bec brûleur 
par c. La colonne de mercure se règle par la vis d; dans 
le cas où cette colonne monte suffisamment pour fermer 
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l'orifice />, la flamme ne s'éteint pas pour cela, car un 
petit trou est ménagé dans le tube, en e, qui laisse passer 
juste assez de gaz pour maintenir la combustion de la 
flamme sans que l'étuve soit sensiblement chaufTée. On 
reconnaît que le gaz ne pa°se plus que par ce pi:tit trou, 
lorsque la flamme du 
bec est complètement 
bleue. 

Thermo - régnlatenr de 
Bohrbeck, (modification 
du régulateur de Lo~ 
thar-Meyer). Cet appa- 
reil est beaucoup plus 
sensible que celui de 
Reichert, car il se règle 
2 au moyen du mercure 

et de l'étlier, dont les- 
vapeurs subissent des 
modifications de ten- 
sion considérables sous 
l'influence de très lé- 
gers changements de 
température (flg. 25), 

Le gaz entre en a, 
traverse le tube (/,dont 
l'extrémité inférieure 
Fig. M. présente une ouverture 

'"ârR^k^™ en bec de flûte (6), à 
angle très aigu, et gagne 
le brûleur par c. Le mercure est indiqué par les hachures 
et les vapeurs d'éther remplissent la chambre g; celle- 
à est limitée par un diaphragme de verre en forme 
d'entonnoir dont l'extrémité inférieure, allongée, plonge 
profondément dans le mercure. 

Lorsqu'on chaufl'e l'appareil, le mercure, repoussé par 
les vapeurs d'éther, monte dans le tube k, jusqu'à la 
ligne poinlillée t, et ferme en partie l'orifice triangulaire. 



Fig- ". 

Thermo-régnlïtei 

do Robrbeck. 
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laissant au gaz un passage plus ou moins étroit, suivant 
qu'il jmonte ou descend davantage. La forme de cet orifice^ 
et ses angles très aigus assurent la régularité de ce fonc- 
tionnement. Le 
premier point,'en 
plaçant l'appa- 
reil, est d'ajuster 
le tube ei? en le 
faisant glisser en 
haut ou en bas 
dans le bouchon 
perforé par lequel 
il est adapté au 
gros tube. 

La figure 25 re 
présente ce régu- 
lateur dans sa 
forme la moins 
coûteuse ; mais il 
en existe un mo- 
dèle perfectionné 
dans lequel le 
tube rf est en acier 
et se règle au 
moyen d'une cré- 
maillère (Fig. 24, 

Thermo -régula- 
teur de Bohr (Fig. 
27). — Cet appa- 
reil présente des 
avantages consi- 
dérables sur les modèles dont on se sert habituellement. 

Le réservoir a, rempli d'air, est porté, avec son robinet 
b ouvert, dans le- milieu dont on veut contrôler la tem- 
pérature; peu après que cette température est établie, on 
ferme le robinet b et, dès lors, la moindre élévation de 
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Fig. 27. — Thermo-régulateur de Bohr. 
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température amènera l'expansion de Tair en a et par 
suite le refoulement du mercure ; ce dernier vient alors 
•obturer l'ouverture en bec de flûte (d) et le gaz finit par 
ne plus passer que par ToriRce de réserve e. 

Il est clair que le réservoir a doit être parfaitement 
sec à l'intérieur quand l'appareil est mis en marche ; on 
introduit le mercure en /", en quantité suffisante pour 
qu'il atteigne l'extrémité de rf, de façon que le moindre 
déplacement puisse obturer complètement l'orifice ; il y 
a avantage à ce que le tube en U soit un peu plus étroit 
au point c. 

En plus de sa grande simplicité, le régulateur de Bohr 
est supérieur à ceux précédemment décrits, en ce que le 
même instrument peut s'adapter à toutes les tempéra- 
tures, pourvu qu'elles soient au-dessous du point de 
fusion du verre. L'influence que peut exercer un chan- 
gement notable dans la pression atmosphérique, sur lui 
aussi bien que sur le modèle de Rohrbeck, est bien vite 
annulée en ouvrant un instant le robinet b. Il faut aussi 
mentionner que le régulateur de Bohr peut servir à 
maintenir une température constante dans de grands 
espaces, puisque le réservoir a peut être fait dans nlm- 
porte quelle forme et de toutes les grandeurs ; ce réservoir 
peut être constitué, entre autres, par un long tuyau do 
plomb, hermétiquement fermé à son extrémité et passant 
dans les diff'érentes parties de la chambre de chauffe. 

Une étuve, construite comme nous l'avons dit, munie 
d'un régulateur, sera généralement suffisante, même pour 
des expériences très délicates, demandant une tempéra- 
ture maintenue constante penjiant des mois ; dans la plu- 
part des cas, cependant, on a seulement besoin d'un appa- 
reil dans lequel les bactéries puissent cultiver à environ 
+30°, et, pour cela, une étuve variant d'un petit nombre 
de degrés dans les vingt-quatre heures est parfaitement 
suffisante. On peut alors se dispenser de régulateur et 
se servir, pour chauff'er, d'un simple bec de gaz, de 
lampes à pétrole, à essence ou à huile ; de ces quatre 
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sources de chaleur, la première et la dernière sool 
incontestablement les meilleures ; lorsque l'appareil doit 
rester dans la pièce où l'on travaille, le pétrole, outre 
' ' lEupportable. 




nement de quelques jours pour arriver à connaître la 
hauteur de flamme nécessaire, et, si la température am- 
biante n'est pas sujette à de trop grandes fluctuations, 
cette donnée pourra suffire; quant aux changements de 
pression qui se produisent régulièrement matin et soir 
dans les conduites de gaz. on y remédiera facilement en 
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prenant rhabitude de hausser et baisser légèrement la 
flamme aux heures connues. 

' A défaut de gaz, il faut se servir d'huile, en adoptant 
la disposition de la figure 28 ; on remplit d'eau une large 
écuelle, jusqu'à 2 centimètres environ du bord (rf); par- 
dessus, on verse doucement de Thuile, de manière à en 
avoir une couche de 2 centimètres, sur laquelle on met 
un ou plusieurs flotteurs avec des mèches à veilleuses ; 
cela donne une chaleur particulièrement constante. 
Gomme on ne peut faire varier la force de la flamme, il 
est nécessaire de chercher par tâtonnements à quelle dis- 
tance exacte du fond de Fétuve on devra placer l'appareil 
pour obtenir la température voulue ; on évitera aussi de 
mettre une couche d'huile trop épaisse, car, à mesure 
qu'elle se consommerait, la flamme s'éloignerait de 
l'étuve ; les mèches seront changées matin et soir. 

La figure 28 représente une étuve couveuse moms coûteuse 
que celle dessinée dans la figure 24 ; il n'y a ni régulateur, ni 
. tuhe indicateur de la hauteur de Teau, ni robinet pour la vider, 
ni enveloppe de feutre. On peut toujours sans grands frais la 
recouvrir avec des morceaux carrés de feutre, ou des feuiHes 
d*ouate; on en coud quatre par leurs bords; le. cinquième, corres- 
pondant à la porte, n*est fixé que par son bord supérieur à la 
pièce du dessus, de façon qu'on puisse le relever lorsqu'on ouvre 
cette porte. 
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CHAPITRE VII 



'. ( 



Analysé microbique des liquides, des solides et des gaz, 
spécialement de Teau, de la terre et de l'air. 



L'examen microscopique direct ne donne que des ren- 
seignements très incomplets sur les germes qui se t^ou^ 
vent dans une préparation donnée ; un même microbe peut 
se présenter sous des aspects très différents, suivant les 
pbases de son développement, et des microbes de diverses 
espèces peuvent, au contraire, offrir des caractères mor- 
phologiques absolument identiques. Dans le cas où l'on 
veut simplement savoir si une espèce donnée de micro- 
organisme virulent se trouve dans un échantiilpn de terre 
ou d'eauj pourvu que cette espèce soit pathogène pour 
les animaux, Tinoculation directe renseignera immédia- 
tement sur ce point ; Teau sera injectée sous la peau 
d'un animal choisi ad hoc ; la terre sera introduite dans 
une poche pratiquée dans le tissu cellulaire sous-cutané ; 
pour Tair, on le fera passer dans un filtre de sable (Voy^ 
analyse de Tair), lequel sable sera inoculé comme nous 
avons dit pour la terre. 

Maison ne saurait, aujourd'hui, se contenter d'une, ana- 
lyse qui ne reposerait pas sur la pratique des cultures. 
11 est d'uii intérêt majeur pour le médecin d'être au 
courant des méthodes de culture, puisqu'elles consti- 
tuent la base essentielle de toute recherche hygiénique 
concernant l'eau, le sol et l'air; et, depuis la découverte 
du microbe du choléra, ces méthodes ont leur place 
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parmi les meilleurs moyens de renseignements cliniques. 
Pour qu'une recherche microbiologique soit complète, 
il faut qu'elle détermine le nombre aussi bien que la 
nature des micro-organismes contenus dans un échan- 
tillon ; mais, pour des raisons faciles à comprendre, au 
pointde vue hygiénique, comme au point de vue clinique, 
l'analyse qualitative présente un intérêt bien plus grand 
que l'analyse quantitative. 



A. — Analyse des liquides 

(Spécialement de l'eau). 

Toutes les méthodes indiquées dans le chapitre IV sont 
applicables à l'analyse des liquides ; mais les deux qui 
sont employées de préférence sont la méthode de dilu- 
tion et celle des cultures sur plaques; cette dernière, 
inventée par Koch, et portée par lui à un haut degré de 
perfection, est seule suffisante dans la plupart des cas ; 
c'est pourquoi nous allons l'exposer en détail, 

I. — MÉTHODE DE KOCÏÏ. 

La méthode Koch consiste à mélanger le liquide con- 
tenant les germes avec de la gélatine liquéfiée et à faire 
solidifier cette dernière en l'étalant sur une surface plane, 
h l'abri des germes de l'air. Les deux temps de cette 
opération peuvent être effectués dans des récipients variés, 
dont quatre seulement méritent une description parti- 
culière : 

a). Flacons coniques (d'Erlenmeyer). — On prend un 
flacon de moyenne grandeur (Fig. 9, Vil), contenant une 
couche mince de gélatine, qu'on chauffe juste assez pour 
obtenir la liquéfaction (une température exagérée pour- 
rait détruire les germes qu'on y introduit). A l'aide d'un 
fil de platine ou d'une pipette, on ensemence, aussi vite; 
et aussi soigneusement que possible, une petite quantité 
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du liquide à analyser ; on imprime au flacon un mouve- 
ment de circumduction dans un plan horizontal, ce qui 
permet de mélanger intimement les deux substances, 
sans avoir les bulles que la moindre secousse ne man- 
querait pas de produire dans la gélatine ; on laisse alors 
solidifier. C'est là un des procédés les plus simples et les 
plus sûrs d'obtenir une culture d'isolement ; il présente 
cependant ce désavantage sur les suivants, que les colonies 
isolées sont inaccessibles dans le flacon à Fexamen mi- 
croscopique et moins faciles même à surveiller à l'œil 
nu ou à la loupe. 

b). Tubes à essai. — On opère le mélange dans un tube 
à essai et on fait durcir la gélatine en une couche mince 
tapissant la paroi (plaque enroulée d'Esmarch); on prend 
pour cela un tube large, avec 10 centimètres cubes envi- 
ron de gélatine, qu'on introduit après le liquide à ana- 
lyser ou avant, en tenant le tube dans un bain-marie, et ' 
on mélange avec les précautions indiquées dans le précé- 
dent paragraphe. L'étalement de la gélatine sur la paroi 
du tube s'eff'ectue en même temps que la solidification, de 
la façon suivante : on coupe ou on brûle la partie du 
tampon d'ouate qui fait saillie hors du tube ; on recouvre 
d'un capuchon de caoutchouc très serré, pour maintenir 
l'ouate sèche, et on dépose le tube dans une terrine pleine 
d'eau froide, glacée si possible; on le maintient alors 
d'une main horizontalement dans l'eau, pendant que, de 
l'autre main, on lui imprime un mouvement de rotation, 
que l'on arrête seulement lorsque la gélatine est solidifiée 
en une couche mince tapissant toute la paroi interne du. 
verre ; on essuie alors l'extérieur du tube et on enlève le 
capuchon. 

Il peut se faire que le tampon d'ouate soit recou- 
vert d'une couche de gélatine qui empêche totalement 
l'arrivée de l'air ; dans ce cas, on enfonce à travers le 
tampon et la couche de gélatine un fil de platine sté- 
rilisé, qui rétablit la perméabilité. L'avantage du tube à 
e^sai sur le flacon est qu'il tient moins de place et que 
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son contenu est plus immédiatement accessible à Texa- 
men. 

c). Cristallisoirs. — On se sert d'une paire de cristal li- 
soirs peu profonds (Fig. 12), de 20 centimètres de dia- 
mètre environ suri centimètre 1/2 de profondeur, préala- 
blement stérilisés et bien enveloppés dans un papier, d'où 
on ne les tire qu'au moment de s'en servir. Le mélange du 
liquide avec la gélatine se fait dans un tube k essai, comme 
plus haut, sans effectuer la solidification; on enlève le 
tampon d'ouate et on flambe l'ouverture du tube ; lors- 
qu'il est refroidi, on en verse le contenu aussi rapidement 
que possible dans le plus petit des deux cristallisoirs, en 
écartant un peu le plus grand, qui sert de couvercle. 
Gomme on iie peut jamais vider le tube entièrem^ent, on 
le rebouche, et la petite quantité du mélange restée est 
conservée et étiquetée comme complément de la culture 
du cristallisoir. 

Le fond de ce dernier récipient bombant un peu au 
milieu, il en résulte que la couche de gélatine ne saurait 
être d'une épaisseur égale dans tous les points ; mais cela 
même présente l'avantage que si les germes sont très 
abondants dans le pourtour plus épais, les colonies s'y 
confondent rapidement les unes avec les autres, tandis 
qu'elles restent mieux isolées dans la partie centrale, où 
la couche est très mince. 

Dans ce procédé, les cultures sont plus faciles à exa- 
miner à l'œil nu ou à la loupe que dans a et ô; souvent, 
cet examen est rendu difficile parce que la paroi interne 
du couvercle est obscurcie parla buée ; il n'y a qu'à enle- 
ver le cristallisoir renversé et h le remplacer par une 
plaque de verre-bien sèche pendant la durée de l'exa- 
men. 
- Dans le cas de cultures ne liquéfiant pas la gélatine, on 
peut retourner le cristallisoir contenant là gélatine et 
faire l'examen à travers le fond.) Lorsqu'on se sert de très 
petits cristallisoirs, de 5 à 6 centimètres de diamètre, on 
peut même faire Texamen au moyen du microscope, 
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mais moins commodément qu'avec les cultures, sur 
plaquep. 

d). Cultures sur plaques. — Cette méthode, due àKoch, 
et dont les trois précédentes ne sont que des modifica- 
tions, non seulement se distingue des autres par une 
certaine élégance, mais surtout permet Fexamen micros- 
copique, à un fort grossissement, des colonies dissémi- 
nées, sur la gélatine (1). 

A un double point de vue, la culture sur plaque ^st 




6 

Fi g. 29. — Plaqae de gélatine ensemencée de 14 inoculations en stries. En b, 
une colonie de moisissure provenant d*une impureté atmosphérique, acciden- 
. telle. 

inférieure aux méthodes précédemment décrites (a, b et 
c) : 1® par le procédé même d'ensemencement, les plaques 
sont plus exposées à Ta contamination par les germes 
atmosphériques ; 2<» la distribution de la gélatine sur les 
plaques est plus longue et plus délicate que dans les autres 



sur 



(1) Le procédé primitif de Koch, pour obteuir ces cultures 
r plaques était le suivant : à Taide d*une pipette, on étalait 
une goutte de gélatine sur une lame porte-objet; lorsqu'elle 
était solidifiée, on Fensemençait avec un fil de platine re- 
courbé (Fig. 21, d), trempé dans le liquide contenant les germes 
et frotté transversalement sur la surface de la gélatine, en stries 
parallèles (Fig. 29). Au bout de peu de jours, des colonies de 
microbes apparaissent danslessillons d'ensemencement, très rap- 
prochées et confluentes dans les stries faites lès premières (a), plus 
rares et bien isolées dans les autres. Les colonies accidentellemeat 
développées aux dépens d'un germe venu de Tair se reconnais- 
sent facnement par le fait qu'elles ne se trouvent pas sur les lignes 
régulières d'ensemencement, mais dans leurs intervalles, comme 
la colonie 6 dans l» figure 29. 
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récipients; il faut avoir soin qu'elle ne coule pas sur le» 
bords, et il est bon pour cela de se servir d'un appareil 
réfrigérant qui hâte la solidification. 
Voici, du reste, les détails de la technique à suivre : 
a). Plaques de verre. — On prend des plaques rectan- 
gulaires de 6 cent. 1/2 sur 12 centimètres environ ; elles 
sont lavées, frottées avec une peau de chamois, stérili- 
sées à + 150*>(Yoy. plus haut) ; on les enferme pour cela 
dans des boites en tôle, qui sont portées à l'étuve. 
h), ht mélange delà gélatine avec le liquide à analyser 

se fait dans un 
tube à essai, 
bouché à Tou- 
ate (Voy. p» 
75); on prend 
5 centimètres 
cubes de géla- 
tine peptoni- 
sée, quantité 
en rapport 
avec la grandeur de la plaque indiquée plus haut, et 
on a soin de ne chauffer que très peu au-dessus du 
point de liquéfaction. 

c). Un appareil réfrigérant très suffisant est installé 
comme il suit (Fig. 30) : dans une assiette de porcelaine 
(a), on met un cristallisoir à bords renversés [h], conte- 
nant plusieurs morceaux de glace, et de Teau jusqu'à 
affleurement. On place dessus une lame de verre bien 
propre (c?), touchant Teau de toute part ; enfin, on ren- 
verse sur cette plaque une cloche de verre stérilisée [é). 
d). Une des plaques de verre stérilisées est débarrassée 
de son enveloppe ou prise dans la boîte de tôle avec pré- 
caution et déposée sous la cloche de verre (Fig. 30, /"), où 
elle se trouve rapidement refroidie par le voisinage de 
Teau glacée. On débouche alors le tube où a été effectué 
le mélange, on flambe l'embouchure et, la cloche de verre- 
étant maintenue un peu écartée, on répand la gélatine 



t'ig. 30. — Appareil réfrigérant pour culture sur plaque. 
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encore liquide sur la plaque, en ayant soin de ne pas la 
verser trop près des bords ; puis on replace la cloche 
et on laisse la solidification se faire. Plus la plaque est 
maintenue horizontale, mieux cela vaut ; si la gélatine 
coule d'un côté, en raison d'un niveau défectueux, il faut 
prendre l'appareil entre les deux mains et le soulever 
soigneusement, de façon à maintenir l'horizontalité jus- 
qu'à solidification complète (1). 

Si la gélatine solidifie trop vite, avant d'avoir pu se 
répandre assez large - 
ment sur la plaque, on 
prend une baguette de 
verre stérilisée, ou mieux 
un fil de platine coudé, 
légèrement chauffé^ et on 
étale la culture. Le tube 

à PBQfti Hflnc IphiiaI il Fig- 3 i.— Triangle en bois à vis calantes, 
a essai aans lequei U ^Tec niveau (6) et plaque. 

reste quelques gouttes de 

gélatine est bouché, étiqueté et couché horizontalement; 
le restant de la gélatine solidifie en une couche mince, 
qui formera une culture complémentaire de la plaque; 
celle-ci, aussitôt solidifiée, est déposée dans la chambre 
humide, après avoir été étiquetée. 

e)» Chambre humide, — Une paire de cristallisoirs peu 
profonds constitue une chambre humide suffisante pour 
une seule plaque ; mais il est de règle qu'on doit toujours 
faire plusieurs plaques de culture avec le même liquide. 
Il faut alors prendre deux cristallisoirs profonds et larges, 
les laver avec une solution de sublimé à 1 pour 1000 et 
mettre dans le fond du plus étroitdeux couches de papier- 
filtre imbibé de la même solution. On y place alors les 
plaques superposées, tenues à distance les unes des autres 
par de petits supports en métal ou en verre; on peut 

(1) Il est naturellement plus commode de disposer l'appareil sur 
un triangle en bois à vis calantes (Fig. 31), muni d'un niveau à 
bulle d'air. 
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aussi se servir de petits bancs en zinc {Fig. 32), ou en 
verre, formant, par leur superposition, des arcades, au- 
dessous de chacune desquelles on met les plaques repo- 
sant sur un morceau de papier-filtre imbibé ; ces supports 
devront être stérilisés à + 450» avant d'êlre employés. 
/). Vexamen à Vœil nu des cultures peut se faire facir 
lement en plaçant la plaque sur un fond blanc oii un fond 
noir, afin de pouvoir distinguer les nombreuses diffé- 
rences de coloration que présentent les colonies ; il ne 
faut pas oublier que les dimensions, la forme et la colo- 
ration de ces colonies 
varient suivant qu'elles 
se sont développées à la 
surface ou dans la pro- 
fondeur de la gélatine. 
I.- oa n ..» K ^ • ^ Pour compter le nom- 

Fig. 32. — Petit banc de xinc pour porter -i j i . 

les plaques de culture. brc dCS COlonies, OU Se 

servira d'une lentille 
faible, après avoir eu soin de placer la plaque sur un pa- 
pier quadrillé en carrés d'un centimètre. 

g). Vexamen microscopique est possible avec les 
plaques, même en se servant de forts grossissements; si 
l'on veut passer en revue tous les points de la plaque, 
il faudra en prendre de moins larges que nous ne l'avons 
conseillé (p. 78), à moins d'avoir des platines de micros- 
cope de grandes dimensions. 

A). Comme il est impossible de calculer àTavance le 
nombre de germes qu'on ensemence dans la gélatine, 
on a coutume de faire toujours, dans chaque examen, 
trois plaques à la fois, à des degrés de dilution différents. 
On opère ainsi : on fait liquéfier la gélatine dans trois 
tubes,quijSont numérotés l,2et3;le tube! est ensemencé 
comme nous l'avons dit et doucement agité pour bien 
opérer le mélange; on y prend alors une goutte 
avec le fil de platine ou la pipette, pour ensemen- 
cer le tube 2; on fait la même manœuvre du tube 2 
au tube 3 ; puis on verse la gélatine sur trois, plaques 
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dont les numéros correspondent aussi à ceux de& tubes. 

Par ce procédé, on arrive à plusieurs résultats: tantôt, 
Tune des plaques contient des colonies tellement nom- 
breuses, que leur numération peut donner une appré- 
ciation approximative du nombre des microbes contenus 
dans le liquide d'origine (Voy. analyse de Teau, p. 83); 
tantôt, orne autre plaque en contient un si petit nombre 
que l'on peut être à peu près sûr de la pureté de chaque 
colonie, ce qui permet de les cueillir pour ensemencer 
isolément des tubes. 

Il ne faut pas oublier, comme nous Tavons déjà dît, 
de conserver ce qui reste dans les tubes où Ton a opéré 
les différents mélanges et d'en faire des plaque enroulées 
(Esmai*ch); outre que les colonies qui s'y développent 
doivent entrer en ligne de compte dans le dénombre- 
ment exact des microbes contenus, il est toujours bon, 
d'autre part, d'avoir deux cultures d'isolement pour 
chaque degré de dilution. ' 

Toutes ces manœuvres peuvent s'effectuer aussi bien 
avec l'agar-agar qu'avec la gélatine. 

1. Gélatine. — C'est le milieu de culture le plus com- 
mode pour la confection des plaques, par ce que celte 
substance se fond et i*este liquide à une température 
relativement basse; cependant, le fait que beaucoup de 
bactéries et de moisissures liquéfient la gélatine en rend 
l'usage souvent désavantageux. 

2. Agar-agar. — La plupart des microbes ne liquéfient 
pas cette substance ; elle ne peut néanmoins pas rem- 
placer absolument la gélatine dans les cultures sur 
plaques, en raison de son point de fusion trop élevé, de 
sa transparence incomplète et de son peu d'adhérence 
au verre. On peut pourtant en faire usage en cas de 
besoin. absolu, en prenant les précautions suivantes: 
lorsque l'agar a été liquéfié dans les tubes à essai, ce 
qui n a lieu qu'à + 90° et au-dessus, on laisse les 
tubes refroidir pendant quelques instants, et, avant que 
la solidification ne commence, on les met dans un 
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. bain-marie à + 40*, température à laquelle Tagar reste 
liquide ; cela permet d'y mélanger le liquide à analyser, 
sans courir le risque de tuer les microbes qui y sont 

-contenus. 

Tandis que la solidification de la gélatine a besoin 
d'être hâtée par Teau froide ou glacée, celle de Tagar 
doit être retardée sur les plaques ou dans les tubes à 
cultures enroulées, au moyen de Peau tiède; faute de 
cette précaution, Tagar forme des grumeaux en durcis- 
sant, ce qui donne une surface de culture inégale'; comme 
Tagar adhère peu au verre, la plaque solidifiée peut se 
détacher et giisset* : Praenkel conseille alors de la fixer 
aux quatre coins par une goutte de cire à cacheter. 

3. Agar-gélatine. — Cette combinaison, d'après la 
formule de Jensen (Voy. p. 33-34), réunit la plupart 
des qualités de. chacune des substances séparées et doit 
régulièrement être employée de préférence pour les 
cultures sur plaque ; on maintient la liquéfaction dans 
les tubes en les mettant au bain-marie entre + 30" et 
+ 40°. 

4. Sérum. — On ne peut se servir du sérum de la même 
manière, parce que sa solidification ne s'obtient qu'en le 
maintenant longtemps à une température assez élevée, 
ce qui aurait pour efl*et de détruire la plupart des 
germes. S'il faut absolument faire usage de cette subs- 
tance, on peut recourir à l'un des deux procédés 
suivants : a) on fait, à l'aide d'un fil de platine trempé 
dans la substance à analyser, seize stries successives 
dans quatre éprouvettes remplies de sérum à surface 
oblique (soit quatre stries par tube), sans tremper de 
nouveau le fil dans le liquide d'origine ; il y a de grandes 
chances pour que, dans les dernières stries, les colonies 
soient bien isolées (cette méthode peut naturellement 
s'employer pour les tubes d'agar); b) on peut encore 
diluer le liquide primitif dans de l'eau stérilisée, puis 
faire couler une goutte de ce mélange sur la surface 
oblique du sérum, dans l'espoir que les germes s'arrê- 
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leront à une certaine distance les uns des autres; mais 
il ne faut pas oublier que ce sont là des méthodes 
d'exception, qui sont loin de donner un isolement aussi 
complet et une distribution aussi égale qu'avec le 
mélange dans la gélatine. 

ANALYSE DE l'eAU 

L'analyse bactériologique de Tèau potable se fait 
d'après les règles exposées ci-dessus, en ayant soin, 
toutefois, d'observer les précautions suivantes : on 
recueille l'eau dans des flacons de verre stérilisés, bou- 
chés à l'ouate ou avec des bouchons de verre. Si 
cette eau vient par un robinet, on en laisse écouler 
une certaine quantité avant de l'utiliser, et, pendant ce 
temps, on a soin d'éviter toute contamination des 
bouchons, en les enfermant dans des boites de verre 
stérilisées (Fig. 11 et 13). Lorsque l'eau est facilement 
accessible, on en prend des échantillons dans des pipettes 
dont on distribue rapidement le contenu dans des flacons 
stérilisés. Si la source est profonde et moins accessible, 
on laisse descendre un lourd flacon de verre dans l'eau, 
on le remonte plein et on distribue immédiatement le 
contenu dans plusieurs petites bouteilles. 

L'analyse doit être faite aussitôt que possible après 
qu'on a recueilli les échantillons, car il suffit de peu 
d'heures, à la température ordinaire de la chambre, 
pour voir augmenter le nombre des germes contenus 
dans une énorme proportion. Quand il est nécessaire 
d'envoyer ces échantillons d'eau à une grande distance, 
ou deles laisser attendre longtemps, il est bon d'entourer 
les bouteilles de glace. 

La quantité d'eau à mettre dans chaque tube de 
gélatine dépend du plus ou moins grand nombre de 
germes qu'on suppose y être contenus ; lorsqu'on a 
affaire à une eau relativement pure, on peut employer 
un centimètre cube, mais généralement un demi- 
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centimètre suffît ; lorsqu'au contraire Teau à analyser 
est spécialement riche en ijiicro-organismes, il faut 
parfois retendre de plusieurs milliers de fois son volume 
d'eau stérilisée, et alors même une goutte de ce mé- 
lange donne un grand nombre de colonies sur la plaque. 
Bolton fixe lin minimum de dix colonies et un maximum 
de cinq mille par plaque, pour qu'on puisse faire un 
examen profitable; avec un nombre de colonies inférieur 
à dix, la moindre impureté accidentelle peut vicier les 
résultats ; si les colonies sont trop nombreuses, il peut 
devenir impossible de faire leur dénombrement, et beau- 
coup peuvent être arrêtées dans leur développement. 

Le meilleur moment, pour compter les colonies, est 
le troisième ou quatrième jour, lorsqu'on a maintenu 
les cultures dans une température moyenne de + 20** à 
+ 22«. 



ïl. — Analyse des liquides par la méthode de dilution. 

La méthode de dilution a donné à M. Miquel, dans 
ses expériences comparatives, des chiffres plus complets 
que la méthode des plaques. 

On procède de la façon suivante : on prépare plusieurs 
dizaines de tubes contenant chacun 10 Centimètres cubes 
de bouillon stérilisé \ avec une pipette, on introduit 
4 centimètre cube du liquide à analyser dans un premier 
tube (h* 1) ; de ce mélange on prend 1 centimètre cube, 
qu'on met dans un second tube (n° 2). Les U centimètres 
cubes que contient ce dernier tube sont alors répartis 
dans onze autres tubes {n®* 3, 3*, 3^, etc.) et, enfin, le 
contenu du tube 3 est réparti dans onze derniers tubes 
(n«' 4, 4*, 4*, etc.). Les vingt-deux tubes ainsi préparés 
{c'est-à-dire tous lès tubes manipulés, sauf les n"" 2 et 3, 
dont le contenu a été complètement réparti dans les 
autres), sont mis à l'étuve pendant quelques jours ou 
mieux quelques semaines. 
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Si dans tous les tubes le bouillon se trouble, il faut 
répéter l'analyse et pousser la dilution plus loin ; si* quel- 
ques-uns seulement cultivent, on peut calculer approxi- 
mativement le nombre des germes contenus dans le li- 
quide à analyser d'après les principes indiqués page 55. 



B. — Analyse des substances solides 

. (Spécialement de la terre.) 

Nous indiquerons rapidement les méthodes à suivre, 
eh renvoyant, pour les détails, à l'analyse des liquides. 

On peut employer deux moyens : 

1** Agir exactement comme dans les cas précédents: 
projeter rapidement un fragment de la substance solide 
dans la gélatine liquéfiée, où les germes se détâchent 
des éléments sur lesquels ils étaient fixés, et vont se 
disséminer dans la culture. 

2** Si Ton n'est pas certain que l'agitation, même pro- 
longée, dans là gélatine suffise à dissocier complètement 
les microbes contenus dans la substance solide, on peut 
arriver à ce résultat en secouant violemment le fragment 
en question dans de l'eau ou du bouillon stérilisés, avec 
lesquels on procède ensuite comme pour l'analyse'des 
liquides. 

On peut encore, après cette dissociation violente, 
ajouter au liquide une quantité égale de gélatine nutri- 
tive liquéfiée et, après avoir soigneusement mélangé, on 
fait avec le tout des plaques suivant telle ou telle 
méthode. 

Fraenkel recommande le premier procédé pour 
l'analyse de la terre, d'après ses nombreuses expériences. 
{Zeitschr. f. Hygiène, 1887, s. 521.) • 

En raison de la graade différence de poids qui peut 
résulter de l'humidité,, il conseille de mesurer les 
échantillons recueillis par leur volume et non par leur 
poids, et se sert pour cela d'une cuillère à bords tran- 
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chants, mesurant environ un demi-centimètre cube ; on 
remplit cette cuillère de poussière, à ras bord, et on 
en jette le contenu dans un tube contenant la gélatine 
liquide ; là, on dissémine aussi soigneusement que pos- 
sible les particules solides au moyen d'un fil de platine 
fort et en secouant le tube, après quoi on procède 
comme pour l'analyse des liquides. 

Le même auteur conseille de se servir de la méthode 
des plaques enroulées d*Esmarch (Voy. p. 75) et de 
compter les colonies développées à partir du deuxième 
jour de Tensemencement. 

Mais la méthode des cultures sur plaques est égale- 
ment applicable ici, et même parfois préférable, surtout 
lorsque les échantillons à analyser contiennent beaucoup 
de microbes liquéfiants, ce qui est généralement le cas 
pour les couches superficielles du sol (1). 

D'autre part, la culture en tubes permet une observa- 
tion prolongée, ce qui donne le temps de voir se déve- 
lopper certaines formes de microbes très fréquents dans 
la terre, et dont la culture est très lente (Voy. chap. XII, 
sur la désinfection). Les échantillons des parties 
profondes du sol, qui, d'après les recherches de Koch 
et de Fraenkel, ne contiennent jamais que très peu de 
microbes, ne peuvent être recueillis avec exclusion 
certaine des poussières de la surface qu'au moyen 
d'appareils de forage spéciaux (l'un d'eux est construit 
par Muencke, de Berlin). Gomme pour l'eau, l'examen 
de la terre doit se faire le plus près possible du moment 
où on l'a recueillie, car, surtout pour les échantillons 
provenant des couches profondes, la multiplications des 
micro-organismes se fait avec une extrême rapidité, 
atteignant en très peu de jours plusieurs milliers de fois 
le chiffre primitif: on ne connait pas encore les raisons 
de cet accroissement prodigieux. 

(1) On a grand avantage, dans ces conditions, à se servir d'agar-* 
gélatine. 
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Dans ses premières analyses du sol, Roch s'est contenté de 
saupoudrer la surface de la gélatine avec la terre pulvérisée : il 
est évident qu'en agissant ainsi, on ne saurait prétendre à avoir 
un isolement assuré des germes, mais on peut obtenir un aperçu 
suffisant de la plupart des bactéries et moisissures aérobies con- 
tenues dans cet échantillon. 

Le meilleur moyen, pour obtenir ce résultat, est de préparer 
à l'avance des plaques de gélatine solidifiée; la terre à analyser 
est mise dans des tubes ou des flacons stérilisés, soigneusement 
"bouchés ; au moment d'ensemencer, on enlève le bouchon, qu'on 
remplace immédiatement par une feuille de papier- filtre tendue 
teur l'ouverture du récipient et attachée autour du goulot ; avec 
nne épingle passée à la flamme, on perce de petits trous dans ce 
papier et on renverse le flacon au-dessus de la gélatine; la pous- 
sière se dissémine alors en tombant, comme le poivre au sortir 
d'un poivrier de tablé. 



C. —Analyse de Pair. 

Les micro-organismes qui sont en . suspension dans 
Talmosphère et constiluetit une partie importante de ce 
qu'on appelle la poussière, ont été depuis longtemps 
l'objet des recherches les plus variées, poursuivies avec 
plus de persévérance qu'on ne l'a fait pour l'eau et pour 
le sol. 

La raison en est, d'une part, dans la théorie de la géné- 
ration spontanée et, de l'autre, dans le rôle beaucoup 
trop prépondérant accordé autrefois à l'air comme vec- 
teur des agents de contage. 

Malheureusement, le temps et les efforts dépensés dans 
cette voie sont en disproportion notable avec le peu de 
résultats obtenus dans la connaissance de la biologie ou 
du mode de transport des bactéries pathogènes. 

Il y a deux procédés en usage pour recueillir l'air avec 
les microbes qui y sont contenus : 

1* Laisser la poussière se déposer d'elle-même ; 

2° Attirer Tair dans un appareil spécial, au moyen d'un 
aspirateur. 
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ASPIRATEURS 

Utt aspirateur simple et facUement transportable est représenté 
dans la figure 33^ : il consiste en deux grands flacons coniques 
(I et II], munis de bouchons de caoutchouc et de tubes, de verre 
disposés comme pour des flacons laveurs et réunis par un tube 
de caoutchouc ; une pince de Mohr est placée en c, et le flacon 

supérieur est rempli 
b ' ■ >^- x-^ <i*eau ; la communi- 

cation établie et le 
siphon amorcé ,reau 
coulera sans inter- 
ruption du. flacon I 
dans le flacon II 
exerçant en b une 
aspiration d*air qui 
ne cesse que lorsque 
le flacon supérieur 
est vide. On le rem- 
plit alors d'eau à 
nouveau, ou on 
cliange simplement 
les flacons de place 
et Taspiration re- 
commence. 

Connaissant le 
volume de l'eau 
écoulée et le temps 
nécessaire pour vi- 
der l'un des flacons 
dans l'autre, on peut 
se rendre compte 
de la quantité d'air 
passant dans l'appareil en un temps donné. 

La rapidité d'écoulemeot de l'eaii peut être réglée par Pouvêr- 
ture de la pince ou par l'interposition de tubes de verre de diffé- 
rents calibres en un point quelconque du tuyau de caoutchouc ; 
on prépare un certain nombre de ces tubes de verre et on déter- 
mine par tâtonnement le >temps qu'il faut à un litre d'eau pour 
s'écouler par chacun d'eux; ce temps est marqué sur la paroi de 
verre au moyen d'une pointe de diamant, et, suivant les circons- 
tances, on emploie un tube d'un diamètre grand ou petit (Hesse). 
6). Nous avons déjà donné, figure 7, le modèle d'un aspirateur 
également très simple. 
c). On peut voir dans la figure 34 un appareil où le courant 




Fig. 33. — Disposition des flacons aspirateurs. 
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constant d'un robinet d'eau est utiILBé 
comme moyen d'aspiration; l'eau, s'é- 
conlaut en mince colonne à travers les 
tubes aet^ entraîne avec elle des co- 
lonnes d*air de différents calibres, pro- , 
duisaot ainsi en c une aspiration consi- | 
dérable. Cette disposition présente des 
inconvénients que n'ont pas les deux 
précédf'ntes: c'est que l'a^^piratioii ne saurait èfre 
régulière et que la quantité d'air aspirée n'étant 
pas directement indiquée, on devra, pour la con- 
naître, mettre l'appareil en communic«Lon a 
un compteur à gpz. 

Dans les loboratoires où l'on dispose de l'eau 
sons pression, où aura avantage à se servir de [a 
f trompe à eau.» d'Alvergniat. 




I. — PROCÉDÉS POUR RECUEILUR LA POUSSIÈRE 
EN VUE D'UN EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT 

On peut prendre simplement la pous- 
sière qui s'est accumulée accidentellement 
en un point donné, ou, s'il y en a peu, la 
balayer sur un papier avec les barbes 
d'une plume, puis on la mélange avec une 
goutte de glycérine sur une lame porte- 
objet, et on examine au microscope, en 
faisant agir les différents réactifs en usage. 
Si l'on doit recueillir la poussière dans 
. un endroit et à un moment précis, il vaut 
mieux se servir d'un aéroscope {Ponchet, 
1859). Parmi les nombreux types d'aéros- 
cope.nousne décrirons que celui deSchœ- 
nauer, qu'il est aisé d'installer dans tout 
laboratoire. II consiste (Fig. 33) en une 
cloche de verre (a) à base bien unie et- à 
col très court. On met dans ce dernier un- 
bouchon de caoutchouc perforé de deux 
.trous : dans l'un passe un tube de verre 
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court [d], dans l'autre un tube de verre plus long (e), 
dont la partie extérieure est recourbée en bas, et dont 
l'extrémité interne est étirée en pointe présentant une 
ouverture d'un millimètre de diamètre, La base de la 
cloche est frottée de vaseline el pressée sur une plaque 
de verre {b), de façon à ce que l'air ne puisse passer 
entre les deux. Sous la cloche, on place une lame de 
verre porle-objet (c), su r laquelle on a déposé une goutte 
d'une solution stérilisée contenant ; glycose 1 partie, 
glycérine 2 parties (Mi- 
quel). Le tube e est alors 
disposé de façon à ce que 
sa pointe se trouve èi 1 mil- 
limètre audessus de la sur- 
face de cette goutte, et le 
(ube {d) est mis en com- 
munication avec un aspira- 
teur. Dès que commence 
l'aspiration , le courant 
d'air se précipite & travers 
le tube recourbé, passe sur 
la goutte de glycérine, à 
Fig. 3û. - Aêrosc^ije ae Schociiaiitt. la Burface de laquelle il dé- 
termine une légère dépres- 
sion, tout en y déposant une grande partie des particules 
de poussière qu'il entraîne; nombre de celles-ci sont ar- 
rêtées dans la courbure du tube dont on doit néanmoins 
conserver la forme, pour les cas où l'appareil doit servir 
en plein air et par un temps de pluie. 

Lorsque l'aspiration a duré assez longtemps, on retire 
la lame de verre, on dissémine la poussière dans la gly- 
cérine avec une aiguille stérilisée, on recouvre d'une 
lamelle, et on peut procéder à l'examen microsco- 
pique. 

Ce genre de préparation donne uu aperçu de beau- 
coup des substances organiques et inorganiques en sus- 
pension dans l'air, poussière de charbon, sable, petits 
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cristaux de différents sels, fibrilles de laine ou de coton, 
poils, grains d'amidon, fragments de tissus végétaux, 
pollen, etc. Beaucoup de spores de champignons peu- 
vent aussi y être reconnues, mais les germes microbiens 
sont trop petits ou trop peu caractérisés pour être nette 
ment distingués par ce procédé. 
On ne peut déterminer le nombre et la nature des 
. micro-organismes en suspension dans l'air à un moment 
' donné qu'en ensemençant la poussière dans des milieux 
de culture appropriés. 

IL — PROCÉDÉS POUR RECUEILLIR LA POUSSIÈRE EN VUE 

DE CULTURE 

On obtient des préparations très jolies et instructives 
en laissant simplement les germes se déposer spontané- 
ment sur la surface de la gélatine exposée à Tair libre. 
On stérilise à + 150® plusieurs paires de cristallisoirs 
plats (Fig. i2) ; on dépose vite et avec précaution dans 
le plus petit de chaque paire une couche mince de géla- 
tine (le plus souvent eau de viande peptonisée avec 
agar-gélaline), et on recouvre aussitôt avec le plus 
large cristallisoir servant de couvercle (Voy: p. 82). 

Lorsque la gélatine est solidifiée, on transporte l'ap- 
pareil dans l'endroit dont on doit analyser Fair; là, on 
enlève le couvercle et on laisse la gélatine exposée à 
l'air libre pendant un temps variable, de quelques minu- 
tes aune heure, suivant l'abondance présumée des ger- 
mes. On replace ensuite le couvercle, et on laisse les 
cristallisoirs en observation à la température de la cham- 
bre; les colonies commencent à se montrer au bout de 
très peu de jours. 

Il sera bon d'envelopper d'un papier stérilisé le cou- 
vercle pendant le temps que la gélatine sera découverte, 
et d'envelopper de même la paire de cristallisoirs lors- 
que, l'opération finie, on les transportera dans le labora- 
toire. 
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Au lieu de verser la gélatine directement dans le fond 
du cristaliisoir, on peut la déposer sur une plaque qu'on 
place dans le cristaliisoir. 

Toute simple qu'elle soit, cette méthode, avons-nous 
dit, donne de très bons résultats, ce dont on peut se ren- 
dre compte en exposant de semblables appareils dans 
des endroits différents et pendant un temps égal; on 
voit alors combien il y a de différence dans le nombre et 
la nature des microbes des différentes localités. 

On peut donc recourir à ce procédé pour l'analyse 
qualitative de Fair, qui est le plus souvent demandée; 
mais il est absolument insuffisant à renseigner sur le 
nombre des germes microbiens contenus dans un volume 
d'air donné. On a publié un grand nombre dé méthodes 
d'analyse quantitative deTair; mais, jusqu'à présent on 
n'est pas bien d'accord sur celle qui. doit être regardée 
comme la meilleure. Nous n'avons pas une expérience 
personnelle suffisante pour nous prononcer avec auto- 
rité sur ce sujet, mais nous n'hésitons pas, pour notre 
part, h donner la préférence aux filtres à poudres solu- 
bles ou insolubles. En présence de cette variété d'opi- 
nions, il faut se consoler en constatant que, pour le mo- 
ment, la détermination exacte du nombre des micro- 
organismes en suspension dans l'air n'est pas d'une impor- 
tance capitale. 

En conséquence, nous nous contenterons de décrire 
brièvement la collection des appareils "dont chacun 
représente un système différent. 

1. — Ballons de Pasteur (à aspiration automati- 
que). 

2. — Appareils à dépôt. 

3. — Appareils où l'air vient barboter. 

a) dans des mi^lieux de culture liquides. 

à) dans des milieux de culture gélatinisés. 

4. — Filtres à poudres ; 

à) insolubles. 

b) solubles. 
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I. — Ballon Pasteur à aspiration automatique. 

Cet appareil, imaginé par Pasteur en 1860, est à la fois un réci- 
pient- à culture, un aspirateur et un gazomètre, Il consiste (Fig. 36) 
en un ballon sphérique en verre, avec un mince 
prolongement étiré en tube capillaire fermé à la 
lampe. On iestérilise à + 150", et, lorsqu'il est re- 
froidi, on brise la pointe effilée, on chauffe légè- 
rement le .corps du ballon au-dessus d'une lampe 
et on plonge cette pointe dans le liquide à culture 
stérilisé ; quelques gouttes de ce liquide montent 
dans le tube; on chauffe alors à ébuUition cette 
petite quantité de liquide et, taudis que la va- 
peur sort en sifflant par l'orifice, on replonge ce 
dernier dans le liquide, qui entre alors en plus 
grande quantité. Quand le ballon est à moitié 
plein, on le chauffe et on laisse bouillir le con- 
tenu pendant environ deux;minutes; alors, on cesse 
de chauffer, et pendant que la vapeur s'échappe 
encore, on ferme de nouveau- le tube à la flamme. 
.L'appareil est alors prêt pour Tusage voulu.; 
pour s'en servir on dirige la pointe du côté d'où 
vient le vent, en ayant soin qu'aucun corps voisin Pif* 36. — Bal- 
ne puisse avoir chance de vicier l'opération ; on ™^y ^as^*^ 
brise la pointe avec une pince stérilisée, et l'air pair automaiti- 
entre en sifflant dans ce ballon; on ferme encore quemeot. 
une fois Touverture à la lampe, on secoue le fla- 
con, de façon à bien ramasser dans le liquide les germes qui 
auraient pu se déposer sur les parois et on attend le développe- 
ment des colonies. 




II. — Appareils à dépôt. 

Aéroscope de Hesse, — Cet appareil (Fig. 37) consiste en un tube 
de verre de 50 à 70 centimètres de long sur 4 centimètres de dia- 
mètre; l'une des extrémités est obturée par un bouchon de 
caoutchouc (d), percé pour livrer passage à un tube de verre 
court, muni d'un tampon d'ouate (6), Â l'autre bout, le rebord 
saillant du tube est coiffé de deux membranes de caoutchouc 
superposées, dont la plus interne seule est percée d'un trou large 
de 10 millimètres. Le tube, contient de la gélatine stérilisée en 
couche mince, adhérente à la paroi qui se trouve en bas lorsque 
l'appareil est posé horizontalement : cette couche de gélatine ne 
doit pas arriver jusqu'à l'ouverture du petit tube a, ni jusqu'au 
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trou pratiqué dana la membrane de caout- 
chouc. Lorsqu'on veut Taire une analyse d'air, 
OD couche le tube sur un support, on enlève 
la membrane de caoutchouc la plus superfi- 
cielle et on aspire leutement par le tube a; 
l'air est ainsi eatr^né & l'intérieur et les 
germes qu'il contient se déposent k la surface 
de la gélatine, où ils cultivent en colonies plus 
ou moins Isolées. 

m. — Appareils où l'air vient barboter. 

a) Dans des milieua: de culture liquides. — 
Ces appareils ont été disposés de différentes 
façons; noua ne décrirons ici que VAéroscope 
de Miquel (Fig. 38) : c'est un ballon à fond plat, 
fermé par un capuchon de verre muni d'un 
tampon d'ouate (a) comme les ballons Pasteur 
fVoy. Fig. iO]. Lo goulot ae prolonge à l'inlé- 
rieur en tube mincejusqu'au fond du ballon; 
. le tube 6, légèrement rétréci en un point, est 
obturé par un double tampon d'ouate (non 
figuré dans le dessin) et mia en rapport, au 
moyen d'un tuyau de caoutchouc (e). avec un 
appareil aspirateur quelconque; on adapte de 
même au prolongenient c, recourbé ei ' 
' un tube effijé d, fermé a la flamme. On intro- 
duit dans le ballon 30 à 40 cenlimètrea cube: 
d'eau distillée, et on etérilise. L'aspirateur 
lié en e, on retire le capuchon a, après l'av 
flambé, et on s'éloigne de l'appareil : l'air 
tiré dans le ballon barbote dans l'eau, puis on 
replace le capuchon avec les précautions d'u- 
sage. 

En soufflant en e, on fait remonter l'ean 
une dizaine de fois diins le goulot prolongé, 
pour bien entraîner tous les germes introduits 
et qui seraient restés adhérente au tube; ou 
f1ambe,on brise la pointet^et on verse par cet 
orifice le contenu du ballon dans 30 à 40 bal- 
lons de culture contenant du bouillon ; enfin, 
^ le tampon d'onatele plus externe, en e, est en- 
levé elon repousse l'autre avecun 111 de platine 
stérilisé à l'intérieur du baUon, après y avoir 
introduit 2S centimètres cubes de bouillon sté- 
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rilisé. On laisse à +30* ce récipient, ainsique les 30 autres ballons,, 
et on les observe pendant un mois au moins. Lorsqn*un petit, 
nombre seulement des ballons cultivent, on peut arriver à un. 
calcul approximatif des micro-organismes recueillis dans Taéro- 
scope (Voy. p. 480, méthode de dilution). 

b) Dans des milieux'de culture gélaimisés, — Tryde, Hueppe et. 
Sehlen ont fait des analyses aéroscopi- 
ques en faisant barboter Tair dans de la 
gélose liquéfiée. Dernièrement Straus et 
Wûrtz ont employé la même méthode au 
moyen d*un appareil de leur invention 
(Fig. 39). 11 consiste en un cylindre de 
verre assez large {A), muni latéralement 
d'un petit tube rétréci en sa partie mé- 
diane (D) et bouché par deux tampons 
d'ouate (/* et g) ; les deux extrémités du 
cylindre sont moins larges (15 millimè- 
tres de diamètre); l'inférieure est close, 
la supérieure' est ouverte en forme dé 
goulot; le tube B, élargi en C, s'y adapte 
exactement de façon à empêcher en ce 





Fig. 38. 
Acroscope de Miquel. 



Fig. 3D. 
Aéroscope de Straus et Wûrtz 



point toute pénétration de l'air, et se termine en e par un ori- 
fice étroit, obturé par un tampon d'ouate. L'appareil ainsi disposé 
est stérilisé à -f i50«; on y introduit alors 10 centimètres cubes 
de gélatine, à laquelle on ajoute une goutte d'huile d'olive stérili- 
sée, et on stérilise la gélatine à la vapeur. L'huile a pour but 
d'empêcher d'écumer lorsque Tair y passe avec une grande rapi- 
dité (30 litres en dix minutes}. On met en rapport le tube D avec 
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un aspirateur et on enlève le tampon e : pendant le passage de 
Fair, la gélatine est maintenue liquide par la chaleur de la main, 
mais il faut employer le bain-marie si l'on se sert de gélose. 

Après Topération, on remplace le tampon e, et en soufflant 
eh D, à plusieurs reprises, on fait monter le liquide dans le . 
tube B, comme dans l'aéroscope de Miquel (Voy. p. 94); on en- 
lève le tampon ft on repousse le tampon g à Tintérieur avec un 
fil de platine stérilisé et on replace f; puis on agite doucement 
et on laisse la gélatine se solidifier sur les parois, comme dans les 
cultures enroulées d*Esmarch, & moins qu'on ne préfère la verser 
sur dés plaques ou dans des cristallisoirs (Voy. p. 76-7.7). Lin- 
convénient de ce procédé est que Thuile, émulsionnée dans la 
gélaline, détruit la transparence de ce. milieu et gêne un peu 
pour observer le développement des colonies. 

IV. — Filtras à poudres. 

a). Filtres, à poudres insolubles. — D'après de nom- 
breuses expériences, Pétri est arrivé à employer le 
sable comme matière filtrante, de préférence au verre 
filé et à l'amiante, dont ont fait usage Miquel, Mo- 
reau, Freudenreich et Frankland. On passe le sable 
à travers un tamis dont les mailles n'ont qu'un ijemi- 
millimèlre de large ; ce qui a passé est tamisé de 
nouveau dans un second tamis dont les mailles n'ont 
qu'un quart de millimètre, et on se sert de ce qui n'a 
pas pu passer au travers de ce dernier. Ce sable est 
alors chauffé au rouge dans un creuset de fer, en ayant 
soin de remuer avec une tige de verre (il faut un quart 
k trois quarts d'heure pour 100 grammes de sable), et, 
pendant qu'il est encore chaud, on l'introduit dans des 
tubes à essai, stérilisés, bouchés à l'ouate. Dans un 
tube de verre de 9 centimètres de long sur 1,5 à 1,8 
centimètres de large (Fig. 40)^ on dispose deux couches 
de ce sable, mesurant 3 centimètres de long, mainte- 
nues par des capuchons de fine toile métallique pré- 
parés à l'avance (Fig. 40, n^ à nj; ces couches de 
sable formant filtres (s^ et s^) sont au nombre de deux, 
pour permettre de les ensemencer séparément, l'une 
servant de contrôle à l'autre. Le tube est bouché des 
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deux c6tés avec des tampons d'ouate et stérilisé à 
+ 150'. Au momeot de mettre l'appareil en marche, le 
tampon qui se trouve en /"est remplacé par un bouchon 
de caoutchouc (a), stérilisé au sublimé, traversé d'un tube 
de verre (c) réuni par un tuyau de caoutchouc avec un 
tuyau de plomb (e), d'un demi-centi- 
mètre de diamètre, qui le met en rap- 
port avec un aspirateur. (Pétri se sert 
pour l'aspiration d'une pompe à air dont 
chaque coup de piston entraîne un litre 
d'air). On enlève alors le tampon g et 
l'aspiration commence; lorsque 100 litres 
d'air ont passé en dix à vingt minutes, 
tous les germes sont arrêtés par le pre- 
mier filtre (S|). On verse alors le sable 
du premier filtre dans trois cristal lisoirs 
(Fig. 12) et celui du deuxième filtre dans 
deux autres cristallisoirs, puis on verse 
dessus de la gélatine liquéfiée conservée 
dans des tubes (Voy. p. 76). Une fois 
le sable complètement baigné par la 
gélatine, les bulles d'air disparues, on 
imprime aux cristallisoirs des mouve- 
ments de va-et-vient dans un plan hori- 
zontal, pour arriver k disséminer les 
grains aussi régulièrement que possible, 
et on laisse alors soIidiQer & la tempé- 
rature de la chambre (1). 

è). Filtres à poudres soluôUs. — Mi- ^'^- *"■ 
quel, le plus compétent des expérimen- ds pliri. 
tateurs qui aient étudié l'air, a préconisé 
l'emploi des filtres solubles (Ann. de micrographie, I, 
p. 133), d'après une idée émise par Pasteur, il y a plus 
de vingt- cinq ans. 
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Parmi toutes les poudres dont on peut faire usage 
(sucre de canne, sel de table, phosphate de soude, 
sulfate de magnésie, etc.), Miquel préfère le sucre de 

A canne ou mieux encore le sulfate de 

soude anhydre ; ces deux substances, 
a. H après dessiccation parfaite, supportent 
très bien la stérilisation à + 150', 
sans perdre leur grande solubilité, 
sans devenir plus hydroscopiques et 
sans exercer aucune action nuisible 
sur les micro-organismes (1). 

Le«ucre ou le sulfate de soude sont 
pulvérisés dans un mortier et passés à 
travers deux tamis, comme nous l'a- 
vons dit pour le sable, de façon qu'on 
obtienne d^s grains d'environ un demi- 
millimètre de diamètre. On met cette 
poudre dans un aéroscope (Fig. 41, A), 
consistant en un tube de verre d'envi- 
ron 20 centimètres de long et 5 milli- 
mètres de diamètre, avec un étrangle- 
ment en e, et, d'après Freudenreicb, 
muni en b d'un capuchon de verre s'a- 
daptant par une surface à l'émeri et 
bouché àl'ouale, comme ceux des bal- 
lons Pasteur- Chamberland. Deux tam- 
pons d'ouate sont placés en d et en f, 
et on stérilise à + 150^ 

On enlève le bouchon b et on intro- " 
duit 1 à 2 grammes de la poudre solu- 
ble bien sèche, qui remplit le tube sur 
une longueur de 8 à 10 centimètres, 
après quoi on stérilise de nouveau à 
-h 150«. Au moment de se servir de 

(1) Par les temps de brouillard intense, il peut être impossible 
de se servir des filtres à poudre soluble ou insoluble, et il faut 
alors avoir recours aux appareils à barbotage. 
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Fig. 4f. — Fillre à 

Soodres jiolubles , 
e Miquel: A, nou- 
reau modèle; B, an- 
cien modèle. 
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l'appareil, on lui imprime de légères secousses pour 
lasser la poudre contre le tampon tf, de façon à ce que 
l'air ne puisse en aucun point, filer directement le long 
des parois. 

On lient le tube presque vertical, la pointe légèrement 
tournée contre le vent ; on débouche au point a, et Fair 
est aspiré à travers le filtre avec une rapidité et pendant 
un temps variables, suivant les circonstances ; pour avoir 
la moyenne des microbes pour un jour en un point 
donné, il faut aspirer l'air lentement pendant douze ou 
vingt-quatre heures; pour connaître le nombre de 
germes contenus à un moment précis dans i'air d'un 
endroit, il est nécessaire de faire passer à travers le 
filtre la plus grande quantité d'air possible dans le moins 
de temps possible* 

L'aspicatîon faite, on replace le bouchon a; puis, 
revenu au laboratoire, on l'enlève de nouveau et on 
verse la poudre dans de l'eau stérilisée ; si l'on s'attend 
à trouver une grande quantité de micro-organismes, on 
prend 500 à 1,000 centimètres cubes d'eau ; dans le cas 
contraire, on se contente de 50 à 100 centimètres cubes. 

Si la poudre ne sort pas facilement du tube, on 
pousse le tampon f au moyen d'une tige métallique et 
on rince le tube avec de l'eau stérilisée. Il faut aussi 
mettre le tampon d dans un tube de culture ; si la fillra- 
tion a été bien effectuée, ce tampon doit rester stérile, 
tous les germes de l'air ayant été arrêtés dans là poudre. 

Pour simplifier ces manipulations, nous conseillons d 
faire usage de tubes n'ayant pas de rétrécissement en- 
e (1) et de procéder ainsi : on doit avoir sous la main 

(1} Les tubes à filtrer dont Miquel d'est servi dans ses premières 
expériences, étaient effilés à Textrémité destinée à l'entrée de Tair 
(Fig. 4», B) ; on les ouvrait en brisant la pointe et on refer- 
mait à ta lampe. Le bouchon rodé a rend plus facile la manœuvre 
destinée & vider U tube, mais augmente sensiblement «on pn?;; 
Q9 revient; il .n'y a pas de raison pour ne pas se servir de tube$ 
i» verre ordinaires, bou<A6s au moyen de notrt bùuchofi tubul^ire 
(Yey. Fig. 9, IIUVI). ^ . 
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es objets suivants : !• un flacon d*ErIenmeyer rempli 
d'eau stérilisée ; S"* un matras avec quelques centimètres 
cubes d'eau ; 3® un matras avec de la gélose ; 4* une 
boîte de verre stérilisée (Fig. 11 ou 13); 5* un petit 
tuyau de caoutchouc. 

On enlève le tampon /"avec une pince et on le dépose 
dans la boîte de verre ; on enlève alors le tampon rf, que 
Ton plonge immédiatement dans la gélatine, et on 
replace / ; on enlève alors le bouchon a et on verse la 
poudre du filtre dans le' flacon d'Erlenmeyer, on adapte 
le tuyau de caoutchouc à l'extrémité /'du tube, l'autre 
extrémité étant plongée dans l'eau stérilisée du matras ; 
on aspire alors plusieurs fois par le tuyau de caoutchouc, 
de façon que l'eau, montant et descendant, enlève bien 
tout ce qui restait adhérent aux parois du tube, et, fina- 
lement, cette eau est versée dans le flacon d'Erlenmeyer. 

Lorsque la poudre est complètement dissoute et la 
solution bien secouée pour disséminer les germes con- 
tenus, on fait l'analyse comme nous l'avons indiqué 
pour l'eau (Chap. VII, p. 74, etc.) ; on se servira de 
préférence de l'agar-gélatine, pour éviter le plus pos- 
sible les confusions dues à la liquéfaction de la gélatine 
par les microbes. 

Uq des avantages de ce procédé, c'est qu'on peut 
n'employer qu'une partie de la solution pour l'analyse 
quantitative et en réserver la majeure part pour l'ana- 
lyse qualitative, en particulier pour la recherche des 
espèces microbiennes anaérobîes, ce qu'il est impos- 
sible de faire avec les autres procédés. 

Des méthodes et des appareils aéroscopiques que 
nous venons de décrire, les deux premiers ne présentent 
guère qu'un intérêt historique : le ballon à aspiration 
automatique était l'instrument à l'aide duquel Pasteur 
a depuis longtemps esquissé la topographie bactériolo- 
gique de l'atmosphère, à l'étude de laquelle Miquel a 
depuis consacré ses efforts persistants ; l'appareil de 
Hesse jnarque la prômière tentative faite pour adapter, 



ANALYSES M1GR0B1QU£S 101 

h Tanalyse quantitative des microbes de Tair, la mé- 
thode des cultures sur gélatine, de Koch. 

Des quatre autres procédés, la fîltration sur les 
poudres nous semble, sans aucun doute, devoir être pré- 
férée; les filtres peuvent, en effet, être facilement trans^ 
portés, mis en usage à l'endroit voulu et par toute tem- 
pérature, et, une fois « chargés » de microbes, on peut 
les conserver ainsi au moins pendant plusieurs jours, 
jusqu'à ce qu'on soit en mesure d'en faire les cultures au 
laboratoire, dans les conditions favorables. Les filtres à. 
poudres solubles sont, à notre avis, supérieurs aux 
filtres à poudres insolubles. 



Dans ce chapitre, nous avons eu exclusivement en vue 
la méthode d'isolement sur gélatine de Koch, appliquée 
aux analyses microbiennes ; c'est incontestablement la 
meilleure de toutes les méthodes, et les cultures sur 
plaques devront toujours être essayées d'abord lorsqu'on 
voudra isoler et cultiver séparément les différents 
microbes contenus dans une substance quelconque; il 
est rare qu'on n'obtienne pas ainsi les résultats désirables, 
î-i l'on a soin de varier la composition des milieux de 
culture, la température à laquelle on conserve les 
plaques, les moments et la durée des observa- 
lions, etc.. (1). Mais il s'en faut que ce soit la seule mé- 
thode à employer et que les autres deviennent dès lors 
absolument superflues ; on fait, au contraire, bien de se 
servir de tous les procédés indiqués dans le chapitre IV, 

(1) Plus tard on fait le dénombrement des colonies, plus il est 
probable que tous les germes aurout eu le temps de se cfévelopper 
d'une façon visible. Mais, d'autre part, certaines espèces de mi- 
crobes et de moisissures ont la propriété de liquéfier rapidement 
les milieux solides, rendant très confuse ou même impossible la 
distinction des colonies voisines, et ce fait oblige souvent à pra- 
tiquer l'examen des plaques plus vite qu'il ne serait désirable de 
le faire. 
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Foit isolément^ eoit comme recherches complémentaires ; 
il n'y a à cet égard aucune règle absolue, et chaque 
élude peut se poursuivre par des moyens différents. 

Nous terminerons ce chapitre en faisant remarquer 
que toute la technique précédente s'applique unique- 
ment aux formes de microbes aérobies, 

Qr, une analyse complète implique nécessairement la 
recherche des nombreuses formes afiaérobies qui jouent 
un rôle si important dans l'économie de la nature et 
dans les causes morbides; nous les avons complètement 
laissées de côté jusqu'ici, le chapitre Suivant devant leur 
être exclusivement consacré. 



CHAPITRE VIII 

Cultures de microbes anaérobies. 



En 1861, Pasteur découvrit qu'il existe des micro- 
organismes pouvant vivre, se nourrir et se reproduire 
en étant complètement privés d'oxygène libre. Ce fut 
une surprise, et sa doctrine de Vanaérobiose fut reçue 
d'abord, en Allemagne surtout, avec méfiance; mais les 
recherches ultérieures ne tardèrent pas à confirmer cette 
découverte, qui servit dès lors de point de départ au 
savant professeur pour donner une direction nouvelle à 
Fétude physiologique de la respiration, et éclairer cer- 
tains points importants des processus de fermentation. 
On vit que l'anaérobiose est un phénomène très caracté- 
ristique et très fréquent, et l'étude plus attentive de Taffî- 
nité pour Toxygène qu'ont certaines bactéries, levures 
ou moisissures, montra combien ce besoin peut être 
variable; quelques microbes exigent, pour vivre, une. 
grande quantité d'oxygène, tandis que, pour d'autres, ce 
gaz est un véritable poison qui, non seulement arrête 
leur développement, mais encore les fait mourir. Entre 
ces deux extrêmes, on peut trouver tous les degrés de 
transition; certaines formés semblent cultiver aussi 
bien avec que sans oxygène; quelques-unes se dévelop- 
pent en présence d'oxygène sous une faible tension, 
tandis que d'autres nécessitent une tension plus forte. 

Ces particularités diverses se trouvent schématisées 
d'une façon frappante dans l'aspect que présentent cer- 
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tains lubee de cultures sur gélatine ; beaucoup d'espèces 
microbiennes se développent très abondamment au 
point même de pénétration de l'aiguille dans la gélatine 
et autour de ce point, la vigueur de la callure diminuant 
progressivement dans les parties profondes (Fig. 42, c) ; 
d'autres, au contraire, s'étendent fort peu au niveau de 
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Fig. «1- — Cnltanl en lulm : a, biciUc de U MplicSTiiis de Ta lioDrii, dini 

ce même point d'entrée, tandis que la culture devient de 
plus en plus abondante, à mesure qu'elle s'éloigne des 
couches supérieures en rapport avec l'air (Fig. 42, a) ; 
les premières formes sont aérobies, les secondes sont 
anaérobies. 

A câté de ces cultures en formes de canes à pointe 
dirigée en bas ou en haut, il en exi°ie d'autres qui 
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figurent un mince cylindre régulier le long du passage 
de Taiguille (Fig. 42, b)\ pour ces dernières, l'oxygène 
est parfaitement indifférent. 

La découverte de Tanaérobiose a nécessité une nou- 
velle technique dont il est important de connaître les 
détails, car on a décritdéjà un certain nombre de mi- 
crobes pathogènes nettement anaérobies (œdème malin, 
charbon symptomatique tétanos). Différents moyens ont 
été employés pour enlever des récipients et des milieux 
de culture Toxygène atmosphérique ou absorbé par ces 
substances. 

On s'est contenté parfois de recouvrir les cultures 
avec des substances solides (verre, mica, agar-agar), 
ou liquides (vaseline, huile), ou gazeuses (hydrogène, 
acide carbonique). Si Ton veut obtenir des résultats 
complets, il faut, de plus chasser Foxygène libre contenu 
dans les substances nutritives elles-mêmes par différents 
procédés : 

En faisant bouillir le milieu nutritif; 

En faisant le vide par la machine pneumatique à 
mercure ; 

En faisant barboter dans le milieu nutritif un gaz 
irrespirable non toxique (1) ; 

En employant en même temps la trompe à eau et un 
courant d'hydrogène ; 

En ensemençant en même temps des bactéries aéro- 
bies ; 

En ajoutant à la culture des agents chimiques avides 
d'oxygène. 

Nous donnons ci-après la description de la plupart de 
ces procédés, tout en nous limitant à un nombre res- 
treint d'appareils consacrés par les expérimentateurs 
les plus compétents. Suivant le plan qui préside à ce 
traité, nous insisterons particulièrement sur les mé- 

(1) L'acide carbonique. (Pasteur) et le gaz d'éclairage (Wûrtz) 
peuvent être employés, mais il faut se rappeler qu'ils so ut toxiques 
pour beaucoup de microbes (Fraenkel, Kladakis). 
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thodes qui n'exigent pas de dépenses considérables et ne 
présentent pas de trop grandes difficultés ; les lecteurs . 
qui désireraient pousser plus avant l'étude de cette 
branche spéciale de la microbiologie devront se reporter 
aux deux principaux ouvrages publiés sur ce sujel par 
Roux'(l) et Libo- 
rius (2). 

La meilleure des 
C méthodes connues 

(sauf peut-être l'ad- 
dition de microbes 
*"'' aérobies) est encore 

insuffisante à faire 
complètement dis- 
parMtre des réci- 
pients toute trace 
d'osygène ; mais 
_ ite pas d'inconvénient 

^" ^rience ayant montré 

orcé de ce gaz n'empê- - 
développement des es- 
nettement anaérobies. 
irs, un moyen, parfai- 
(it dans l'espèce, pour 
■ne est ou non en quan- 

„.w ..^ .V. , on mélange à la sub- 

Fig. 43. — oènèriieu* stance nutritive une solution très éten- 
a^hy,(roï"e(Jûrè«»-. ^^q de sulfate ^indigoCim (1 gramme 
pour un litre d'eati) en quantité suffi- 
sante pour donner une coloration bleue bien nette; on 
ajoute, pour 10 centimètres cubes de gélatine ou de 
gélose, 3 gouttes d'une solution de potasse à 10 pour 
100, et 1 pour 100 de glucose (Liborius). 

(1) Boiiï. Sur 1(L culture des microbes anaérobies, in Ârtnalei de 
VtnMtut Pasleiir. 1887, ii' 2. , - 

. {2^LiboriuB. Beitrâge 2ur Kenutoiss des Sauerstoffbedtrfaisse» 
der'BacUriea, in Zeitteh. f. Hygiène \,l, 1886, a, 115). 
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Lorsque, par un. des procédés décrits plus loin, oh 
a extrait de cette substance nutritive tout l'oxy^çène 
qu'elle contenait, la coloration bleue disparaît, parce 
qu'alors l'indigo bleu est réduit par la glucose en indigo 
blanc; tant que la coloration bleue persiste, c'est que 
l'oxygène est encore en trop grande proportion. 

Pour organiser un appareil propre à cultiver les anaé- 
robies, il faut avoir un générateur d'hydrogène pu une 
machine pneumatique à mercure. 

Générateur d'hydrogène. — On se sert ordinairement 
dès appareils usités dans les laboratoires ; mais Jorgenseh 
a montré qu'on pouvait en fabriquer un à très peu de 
frais; on prend un verre de lampe ordinaire, qu'on fixe 
à l'aide d'un boudhon perforé (Fig. 43, a) dans une éprou- 
vette à pied, contenant un mélange d'eau et d'acide sul- 
furique (ajouter doucement 1 partie d'acide sulfurique 
à 8 purties d'eau, en ayant soin de remuer pendant 
qu'on verse) et deux gouttes d'une solution de chlorure 
de platine ; on place en b une lame de plomb perforée et 
couverte d'une mousseline, destinée à supporter une cer- 
taine quantité de petits morceaux de zinc. Le bouchon c 
doit être en caoutchouc et boucher très exactement; 
rhydrogène se dégage dès que le zinc arrive au contac 
de l'acide et passe dans un flacon laveur (e), destiné à 
enlever toute trace d'oxygène, et contenant une solution 
alcaline d'acide pyrogallique (1 partie d'une solution 
aqueuse d'acide pyrogaUiqueà 23 pour i 00, mélangée à 
10 parties d'une solution de potasse h 60 pour 100). 

La machine pneumatique û mercure est un des ins- 
truments dispendieux dont nous avons systématiquement 
écarté toute description; c'est, ij est vrai, une grande 
commodité, de l'avoir à sa disposition lorsquion entre- 
prend de faire des cultures d'anaérobies, mais on peut 
s'en passer. Il existe un modèle relativement bon marché 
et suffisamment utilisable : c'est la pompe de Sprengel, 
. modifiée par Hufner (fabriquée par Greiner et Friedrichs, 
à Stùtzerbach). On peut se.çontenter d'une trompe à eàu, 
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qu*on adapte facilement à toute conduite d'eau , pourvu 
qu'il y ait une pression assez forte ; mais cet appareil ne 
produit qu'un vide imparfait, et il faut alors employer 
en même temps un courant d'hydrogène d'après le pro- 
cédé de Roux (p. 112). 

Nous décrivons la technique de culture deç microbes 
anaérobies en deux classes de procédés, suivant qu'on 
veut ; 

1** Isoler des espèces anaérobies prises dans un milieu 
complexe quelconque et en faire des cultures pures ; 

2^ Reproduire des anaérobies qui sont déjà à l'état de 
pureté soit in vitro, soit dans les organes d'un animal. 

I. — ISOLEMENT DES ANAÉROBIES. 

Les premières cultures pures d'anaérobies ont été ob- 
tenues par Pasteur dans des milieux nutritifs liquides 
en se servant, pour l'isolement, de la méthode basée sur 
les difiFérences physiologiques des espèces et en suppri- 
mant l'oxygène par le vide ou la substitution d'acide 
carbonique. Plus récemment, on a tenté d'appliquer la 
méthode des cultures sur gélatine de Koch k la recherche 
des anaérobies (1). 

A. — Procédés simples ne nécessitant ni la machine pneu- 
matique ni le générateur d'hydrogène. 

l"" Guitares sur plaques recouvertes de mica (Koch). — 

Koch avait imaginé de protéger les anaérobies contre l'air en 
recouvrant les plaques de cidtnre d'une feuille de mica stérilisée 

(1) Il faut remarquer qu'en ajoutant aux milieux nutritifs 
usuels des substances fucilement oxydables, on peut favoriser le 
développement des microbes anaérobies. C'est ainsi qu on peut 
expliquer l'action favorisante de \di glucose (2 pour 100, Liborius), 
de la gélatine (Duclaux). Kitasato et Weyl ont fait des recherches 
sur les substances oxydables qu'on peut ainsi utiliser et recom- 
mandent deux préparations : 1** gélose nutritive ordinaire, addi- 
tionnée de 0.3 ou 0.5 pour 100 de formiate de soude; 2** même 
iélo«e, additionnée de 0.1 pour 100 de sulfo-indigoute de soude 
la couleur bleu-noir de ce mélange disparaît lorsque les anaéro- 
ue8 commencent à se développer). 
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pour plus de aùret^, on bordait cette pkque avec de la paraffine 
(Fraenkel). Celte méthode est insurâ^ante, car l'f^xclusloD de 
l'iiiygène n'y esl ni complètu ni durable, et les procédés que nous 
alloQx décrire, notamment celui de Liburiu!i, sont bien préférables. 

2° laolemant dans la profondeur d'na milieu solide (Liborius). 
— On introduit une petite quantité de la eub- 
stance k analyser dans un tube h essai, rem- 
pli, sur une hauteur de 10 à 20 centimètres, 
de gélatine nutritive ou d"agar (Fig. 44), que 
Von a fait fondre et laissé refroidir jusqu'à la 
plus basse température où ces milieux puis- 
sent rester liquides. On agite circulaicement 
et de haut en bas avec une mince tige de 
verre stérilisée, pour disséminer autant que 
possible les micro-organismes introduits. Si 
cette dissémination est bien faite, on voit 
bientôt des colonies aérobies, nombreuses à 
la surface, devenir plus rares dans les couches 
sous-jacentes, tandis que les anaérobies se 
développent librement dans la profondeur; 
dans tous les cas, ces localisations donnent 
des renseignements précieux sur le degré 
d'affinité des colonies pour l'oxygène. 

Les colonies sont naturellement plus diffl- ^'e- *'■ 
elles k examiner dans les parties profondes i,oioo.ei>ide» 
d'un tube que dans les cultures sur plaques. ^'"'î^j,^ 
Quand il y en a peu, qu'elles sontétendues et tondsuri&u 
liquéfient la gélatine, on peut s'en procurer des [ubwius). 
parcelles, pour examiner au microscope ou 
ensemencer des cultures, en introduisant dans la gélatine 
un tube capillaire, ouvert à son bout inférieur, fermé & 
l'autre extrémité ; dés que l'orifice est en contact avec la 
colonie visée, on brise le bout supérieur et quelques 
gouttes montent dans le tube. Autrement, on esl obligé 
de casser le tube à essai et de couper la gélatine dans 
uncristallisoirstérilisé, pour parvenir ju-qu'aux colonies 
profondes. On peut encore se servir de ia pipette de 
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Pasteur pour projeter l'agar hors du lube (voy. p., 134); 
enfin, pour se rendre compte du mode de développe- 
ment des coloniesenles examinant microscopiquêment 
à un grossissement moyen, on enlève du tube à essai 
son contenu solide et l'on coupe la gélose en tranches 

minces, qu'on place sur des 

lames de verre. 

Procédés dam lesquels l'hydro- 
gène est subslittté à l'air. 

solcmenl dans les milieux gélatinisés. 
Roux se sert d'un tube sembla- 
i celui que nous représentons 
la figure 56, mais de dimensions 
;oup plus grandes ; lorsque l'oxy- 
a passé pendant un temps suffi- 
1 travers la gélatine liquéfiée et 
lencée, on la laisse solidifier, le 
étant couché horizoiitaiement, 
ois les colonies développées, on 
< le tube avec un diamant sui- 
deux lignes parallëles à son 
1 axe, de façon à former deux 
ières, dont l'inférieure, contenant 
la geiatine, peut être facilement exa- 
_ Fig^ «. - CkI'u^"^ minée. 

enroulée (Fraeiiîei]. i). Fraenkel emploie la méthode 

suivante : on prend des tubes & essai 
k parois minces, à large diamètre et sans rebord saillant 
à l'orifice ; on bouche à l'ouate stérilisée et on . ense- 
mence à trois degrés de dilution (Voy. p. 80); on rem- 
place alors rapidement les tampons d'ouate par des bou- 
chons de caoulctiouc à double perforation, portant deux 
tubes de verre coudés à angle droit à l'extérieur, dont 
l'un plonge jusqu'au fond du tube à essai, tandis que 
l'autre s'arrftte au-dessous du bouchon (Fig. 43). Les 
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branches horizontales des tubes sont bouchées h l'ouate 
et etlilées à la lampe. Le bouchon et les tubes doivent 
être soigneusement stérilisés avant l'ensemencement (ij ; 
une fois mis en place, on recouvre le bouchon de par- 
affine, pour prévenir tout passage de l'air par les in- 
terstices. On met alors le tube le plus 
long en rapport avec le générateur 
d'hydrogène, tandis que le tube à essai 
est maintenu k +37° dans un bain- 
marie. D'après Fraenkel, le barbotage 
de l'hydrogène à travers la gélatine, 
pendant quatre minutes, assure l'éva- 
cuation de tout -l'osygène libre con 
tenu; on ferme à la lampe les bouts 
effilés des deux tubes et on fait solidi- 
fier en imprimant à l'appareil un ra- 
pide mouvement de rotation sous un 
courant d'eau froide. On a ainsi la 
« plaque enroulée » d'Esmarch, où 
peuvent se développer les microbes 
anaérobies. 

c].Blûcker a recommandé, dans ces 
derniers temps, un appareil consistant 
en une petite cloche de verre en forme 
d'entonnoir, placée dans un cristalli- cig, te,. — Dispciiison 
soir rempli de glycérine diluée; la cIo- Sreg/n8"tJit8r>i!i^' 
che est pressée contre le fond du cris- '"i"" ■" ""î" <•'?.■" 

, ,,. . ■ -1 . I I . pipette PiiUur couOM. 

laUisoir par un poids de plomb, et on 

fait entrer l'hydrogène par en haut (Voy. pour plus de 

détails, Zeitschr. f. Hygiène, VIII, 499). 

4. Héthode du tnbe capillaire. — Cette méthode a été 
spécialement recommandée pour l'isolement des anaé- 
robies par Klebs et Vignal, ce dernier la combinant 
avec le barbotage de l'hydrogène et les milieux gélati- 

(1) Cette stérilisation s'effectue exactement comme doub 
l'avons minuticueement décrit a, propos du Ëltre Cttainberlaod 
(p. 12). 
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nisés. On prend dans un tube à essai une petite 
quantité d*agar-gélatine (Voy. p. 34), que Ton porte h 
ébullition et qu'on laisse refroidir en y faisant passer un 
courant d'hydrogène au moyen d'une pipette de Pasteur 
à tige coudée insinuée entre la paroi du tube et le 
tampon d'ouate (Fig. 46) ; on empêche la solidification 
en maintenant au bain-marie. L'ensemencement se fait 
pendant le passage de l'hydrogène, et, après quelques 
minutes, on aspire la gélatine dans des tubes capillaires 
de 50 centimètres de Jong sur 1 millimètre de diamètre, 
dont on a préalablement chassé l'air atmosphérique en 
y faisant passer de l'hydrogène pendant cinq minutes. 
L'aspiration faite, on ferme à la lampe les deux extré- 
mités et on fixe les tubes sur une bande de carton 
noici (Voy. p. 55). 

C. — Procédés nécessitant remploi de la machine 
pneumatique. 

Lorsqu'on a à sa disposition une machine pneumatique 
à mercure, on peut employer un tube à culture de forme 
très simple (Roux, Fig. 47), fermé à l'ouate et contenant 
une très petite quantité de gélatine nutritive. On ense- 
mence comme d'habitude et on pousse le tampon d'ouate 
jusqu'au point rétréci c; on ramollit h la lampe le point 
bj pour faire un n(»uvel étranglement et on liquéfie la 
gélatine. Au moyen d'un tuyau de caoutchouc à parois 
épaisses et qu'on fixe solidement, on met en rapport le 
tube avec la machine pneumatique; une fois le vide 
obtenu, lorsque le liquide commence à bouillonner, on 
chauffe avec précaution en passant le tube dans la 
flamme d'une lampe à alcool ou d'un bec de gaz, 
pourfaire crever les bulles d'air. Gela fait, on chauffe 
en b pour fermer le tube à la lampe et le séparer du 
reste de l'appareil (1). Enfin, on exécute la manœuvre 

(1) Pour plu8 de sûreté, on couvre cette extrémité de cire 
d'Espagne, pour éviter l'inconvénient des fissures qui peuvent 
s'y produire (Roux). 
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indiquée pour avoir une culture en « plaque enroulée ». 

Trompe à eau, — Pour employer la trompe à eau-com- 
binée avec le courant d'hydrogène, on procède de la ma- 
nière suivante (Roux) : le récipient de culture est attaché 
à un tube en T (Fig.-48) dont les deux branches portent 
chacune un robinet ; la branche H communique avec le 
générateur d'hydrogène, la branche V L P est en rapport 
avec la trompe à eau, de façon à ce que le récipient puisse 
êlre mis alternativement en communication avec Tune ou 
Tautre. On commence à opérer comme avec la machine 
pneumatique; mais, lorsque le bouillonnement du liquide, 
est très vif, on ferme le robinet de l'aspiration, pour 
ouvrir celui de l'hydrogène; dès que le récipient est 
rempli de gaz, on ferme le rohinet du lube H pour 
ouvrir l'autre, et on recommence cette manœuvre trois 
ou quatre fois. 

Maintenant que nous avons expliqué comment on 
peut isoler des microbes anaér.obies sur les milieux soli- 
des, ils nous reste à dire un mot de l'emploi des milieux 
liquides (Jans le même but. On peut procéder de deux 
façons : 

1** Parla méthode du lube capillaire (Voy. p. 111). 

2« Par la méthode de dilution ; en mettant une goutte 
de la substance à analyser, très diluée, dans chacun 
des nombreux tubes à culture, qu'on traite ensuite : 

a. Par les courants d'hydrogène ; 

p. Par le vide, avec ou sans emploi simultané de r hy- 
drogène. 

OL, Pour traiter la culture liquide par le courant 
d'hydrogène, on peut se servir d'un flacon analogue à 
celui de Fraenkel (Fig. 43) ou du tube de notre invention 
reproduit dans la figure 49 ; dans ce tube, la partie des- 
tinée à la culture mesure environ 10 centimètres de long 
sur 2 centimètres de diamètre. 

L'ensemencement se fait par le tube vertical, fermé à 
son extrémité par un boùchop tubulaire en caoutchouc, 
« (Voy. p. 21) ; l'hydrogène a accès parle tube courbe, 
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muni, en d, d'un tampon d'ouate. Au-dessous de chaque 
bouchon, les tubes sont fortement rétrécis, et c'est en ces 
pointa qu'on ferme à la lampe dè3 qu'on arrête le 
passage du gaz. Si l'on a Soin de laisser de la longueur 
à ces tubes, l'ap- 
pareil pour servir •■■ 
plusieurs fois. 

^. Les cultures 
sous le vide peu- 
vent être faites 
dans des tubes de 
Roux (Fig. 47) ou 
dans des tubes dp. 
Pasteur, doubles 
{Fig. 30) ou sihi- 
ples (Fig. 31). 

Pour remplir ces 
derniers, on _ 
chauffe au rouge la 

branche capillaire a a- a 

a, on l'écarté à an- 
gle ouvert du reste 
de l'appareil, on 
trempe la pointe 
dans le milieu de 
culture et on as- 
pire en b; après 
quoi on ferme l'ef- t b.iL'i 
iilure à la lampe u 

et on stérilise le 
loul. Pour l'ensemencement, on fait la même manœuvre, 
en ayant soin de passer l'effilure à la lampe avant de la 
plonger dans ta substance d'ensemencement. Ou met 
alors l'appareil en rapport avec la machine pneuma- 
tique par un tuyau de caoutchouc fixé en i; le reste 
comme précédemment. 

Mais l'appareil de culture par excellence pour l'iaole- 
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ment des anaérobies à Taide de la méthode de dilution, 
c'est la pipette de Pasteur à étranglement {k peu près la 
forme destinée dans la figure 53, a, mais avec la partie 
supérieure plus longue). On aspire une petite quantité 
du liquide à analyser, préalablement dilué, dans une 
série de pipettes dont on ferme immédiatement la pointe 
à la lampe; on pousse le tampon d'ouate vers l'étran- 
glement, on fait à la lampe un nouvel étranglement au- 
dessus du tampon, on applique successivement les pipet- 
tes au tuyau de la machine pneumatique, suivant les 
règles exposées pages 114 (Roux). 

IL — Conservation d'une culture donnée d'anaérobces. 

A. Pour obtenir une culture pure d'anaérobies sur 
milieux solides, tous les procédés décrits ci-dessus peu- 
vent être employés; mais, si l'on veut avoir des cultures- 
types, les conserver et les reproduire, il faut recourir à 
d'autres méthodes qui sont les suivantes : 

1 . Cultures dans la gélatine ensemencée par piqûre. — Pour 
réussir ce procédé, il faut a) employer une grande épais- 
seur de gélatine nutritive ou de gélose (7 à 10 centimè- 
tres); 6) l'additionner de substances avides d'oxygène 
(formiate de soude, etc.) ; c) faire la piqûre avecunfillong 
et lisse (de préférence une aiguille de verre (Voy. p. 61), 
de façon à faire pénétrer la substance ensemencée très 
profondément dans le milieu de culture sans y entraîner 
de bulles d'air. 

2. Emploi d'une couche d'huile, de vaseline ou de gélatine. — 
Immédiatement après l'ensemencement fait avec les 
précautions susdites, on introduit dans le tube une 
couche, épaisse de 5 centimètres, d'huile d'olive, stéri- 
lisée par ébuUition, de vaseline ou d'agar à 2 pour 100, 
qu'on a stérilisé et laissé refroidir jusqu'à environ 40*. 

3. Emploi de tubes complètement remplis et hermétiquement 
fermés (Roux). — On prend un tube comme celui qui 
est reproduit figure 53, a, bouché à l'ouate, l'extrémité 
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eflilée Termée il la lampeet on le stérilise & +15i>.Onporte 
à ébullilion de la gélatine ou de ragar,on 
y plonge l'extrémité effilée du tube, dont 
on a cassé la pointe, et on aspire jusqu'à 
ce que la substance nutritive ait atteint 
r étranglement ; on met un doigt sur 
l'ouverture supérieure, on relève le tube 
dans une position oblique et on ferme la 
pointe à la lampe, sans que la gélatine se 
soit écoulée. On ferme également à la 
lampe au niveau de l'étranglement, oi'i 
affleure la gélatine. Pour ensemencer, on 
brise l'une des pointes, on introduit une 
fine aiguille de verre chargée de la se- 
mence et on referme & lampe. 
Loràqu^on veui examiner la " 
culture une fois développée, il 
faut avoir soin de briser l'ex- 
témité opposée à celle par 
où l'ensemencement a eu 
lieu, sinon les colonies pour- 
raient être chassées en de- 
hors par la pression des gaz 
développés parla culture. 

On peut aussi se servir de 
petits récipients remplie de 
la manière décrite page 93 
(ballons à aspiration automa* 
tique) et fermés immédiate- 
ment à la lampe (Pfeffer). 

4. DoBtmction de l'oiygène par 
les microbes aérobies. — Celte 
méthode appartient à Roux : p, 

on met dans un tube à essai cuUurs <!«■ »>- p>psiie> pour rni- 
bouché à, l'ouate, la quantité ih"iî? où rAgar bieV(RÔu"!""*' 
voulue (l'agar ; on fait bouillir 
et refroidir rapidement dans l'eau froide. Aussitôt que 
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la solidification est effectuée, on easetnence avec une 
ai^ille de verre et Ion verse par-dessus une petite 
quantité de gélatine nutritive liquide, mais pas trop 
chaude; après sotidification de cette couche, on dépose 
à la surface deux gouttes de culture de bacillus subtilis 
ou de toule autre espèce microbienne exclusivement 
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Fig. 5e. - Cnllure d 



aérobie. On ferme alors le tube à la lampe et on le dé- 
pose- à l'éluve ; le bacillus sublUis se développe rapide- 
ment à la surface, consomme l'oxygène contenu l'em- 
pêchant ainsi de pénétrer dans l'agar sous-jacenl, où les 
germes anaérobles cultivent sans être troublés. Pour 
prélever sur ces cultures de quoi ensemencer d'autres 
milieux, il faut briser le fond du tube, pour éviter tout 
mélange avec le bacillus subfilis. 
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On peut aussi disposer les choses comme dans la 
figure 54;. le tube intérieur est rempli au moyen d'une 
pipette de Pasteur, avec de Tagar-gélatine, tandis qu'on 
introduit autour de lui du bouillon ; on ensemence dans 
le premier tube un microbe anaérobie, dans le second, 
une espèce aérobie, et on ferme à la lampe en a; on 
évite ainsi toute chance de mélange des deux cultures. 

5. Absorption de Foxygène par Tacide pyrogallîque. — 
Buchner a recommandé le procédé suivant : on place un 
tube rempli d'agar ensemencé d'une espèce anaérobie 
dans un autre tube plus grand; le premier est supporté 
par un fil de fer coudé (Pig. 55) ou un ressort à boudin, 
à distance du fond du second tube, qui contient une 
solution alcaline d'acide pyrogallique (1 gramme d'acide 
pyrogallique, 40 centimètres cubes d'une solution de 
potasse caustique à 10 pour 100). 

. On ferme, le grand tube avec un bouchon de caout- 
chouc bien adapté et mouillé sur ses faces, et on porte 
le tout dans une étuve à un peu plus de + 30^ Buchner 
a pu^voir dans cet appareil, cultiver aisément, quoique 
lentement, un microbe aussi franchement anaérobie 
que celui de ïœdème malin. L'absorption de l'oxygène 
est activée par de légères secousses imprimées de temps 
en temps au tube. 

6. Culture sur pomme de terre dans le vide. — Boux se sert 
d'une disposition reproduite dans la figure 56; une fois 
le morceau de pomme de terre stérilisé dans le cylindre 
à vapeur, et l'eau de condensation collectée au fond du 
tube, au-dessDus de Tétranglement, on ensemence la 
pomme de terre d'après le procédé habituel, et on ferme 
le tube à la lampe, en a. Le petit tube latéral est alors 
mis en communication avec la machine pneumatique, 
et l'aspiration est maintenue quelques minutes, pour 
extraire l'air contenu dans la pomme de terre; après 
quoi on ferme à la lampe en c. 

7. Emploi du gaz d^éclairage. — Wûrtz utilise le gaz 
d'éclairage qu'on a à sa disposition dans tous les labora- 
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oires : on prend une éprouvette contenant de la géloset 
addilionnée de 2 pour 100 de glucose; on rem- 
place le lampon d'ouale par un bouchon de caoutchouc 
muni de deux tubes de verre, comme dans la figure 
S6 bit (a et b), le tuhe a étant en com- 
munication avec une conduite de gaz. 
On fait bouillir la gélose ; on ouvre la 
conduite et on allume en 6 pour brûler 
le gaz; ce courant passe pendant cinq 
minutes, puis on ferme le robinet, on 
verse rapidement par b de la vaseline 
ou de l'huile stérilisée (2 centimètres 
d'épaisseur) et on laisse refroidir. Pour 
ensemencer, on incline le tube de fa- 
çon à mettre à nu Ja moitié de la sur- 
face de gélose et on fait la piqûre au 
moyen d'un fil de platine monté sw 
la paroi d'un tube de verre (Voy. 
Fig. 56 bis, c) en rapport lui-même, 
parle tuyau d, avec une conduite de 
gaz qui reste ouverte pendant tout te 

° °" temps de l'opération. 

B, La conservation des cultures pures des anaérobics 
dans des milieux liquides ne présente pas de difficultés 
spéciales ; on peut y employer les dispositifs décrits 
pour le barbotage de l'hydrogène (Fig. 49) ou pour 
l'utilisation de la machine pneumatique à mercure 
Fig. 47, 50, 51 et 53). 
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Culture sous le microscope 



Quand on veut se rendre compte du mode de dévelop- 
pement d'un microbe en l'observant d'une façon con- 
tinue pendant plusieurs heures ou plusieurs jours, on 
fait la culture dans une chambre humide (culture en 
cellule) au moyen de lames de verre disposées à cet effet. 

Il faut avoir soin de pratiquer la stérilisation minu- 
tieuse des diverses parties de celte chambre humide, de 
faire l'ensemencement très rapidement et de luter soi- 
gneusement les bords de la préparation, pour éviter 
toute évaporation du dedans ou toute pénétration de 
l'extérieur. Les cellules doivent être assez grandes pour 
contenir une certaine quantité d'air en plus de la subs- 
tance nutritive indispensable. Ce mode de recherche 
présente quelquefois de grandes difficultés pour les dé- 
butants, qui feront bien de commencer par l'étude des 
espèces de micro-organismes les plus grosses, les levures 
et les moisissures. 

Voici le détail des manipulations : 

Les lamelles couvre-objets sont lavées comme de cou- 
tume dans de l'acide chlorhydrique, puis dans de l'al- 
cool et dans l'eau distillée ; on les sèche, on les met 
dans une paire de petits cristalhsoirs (Fig. 13), que l'on 
enveloppe dans du papier, et on porte à stériliser à 
+ 150*. Pour plus de sûreté, on doit toujours passer Ja 
lamelle dans la flamme avant de s'en servir. 
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De même, on stérilise à la chaleur sèche les diffé- 
rentes espèces de lames et de chambres humides, après 
les avoir enveloppées dans un papier jusqu'au moment 
où on en fait usage. On les dépose alors sur un grand 
morceau de papier stérilisé et on recouvre ces diverses 
pièces avec une cloche de verre ou un cristallispir plat 
(Fig. 12) ; on ne les découvre que le temps strictement 
nécessaire pour les prendre. - 

Il faut faire plusieurs de ces préparations à la fois, 
car on court toujours le risque d'en avoir quelques-unes 
de perdues par les impuretés accidentelles, quels que 
soient le soin et la rapidité qu'on mette à opérer. 

Ces cultures en cellules doivent être ensemencées avec 
des cultures d'origine pas trop ancienne et en pleine évo- 
lution, le milieu nutritif étant le même. 

Il faut faire en sorte que les germes soient répartis 
aussi uniformément que possible, et en nombre tel qu'on 
n'en ait pas plus de trois à quatre visibles dansle champ 
du microscope. On y arrive en prenant les précautions 
préliminaires suivantes : on prend trois tubes contenant 
quelques grammes de substance nutritive ; on ense- 
mence le premier tube et on secoue violemment, afin de 
disséminer uniformément les nombreux microbes qu'il 
renferme ; avec une anse de platine, on prend une 
goutte de ce tube pour l'ensemencer dans le tube n** 2, 
que l'on agite également et dont on prend une goutte 
qu'on dépose dans une cellule contenant la substance 
nutritive appropriée; on détermine alors, avec le même 
grossissement dont on doit faire usage pour l'expérience, 
le nombre de microbes visibles dans le champ du mi- 
croscope. Si ce nombre est trop considérable, on dilue 
le tube 2 en y ajoutant un peu du tube 3; si, au con- 
traire, le nombre de microbes est insuffisant, on reprend 
une goutte du tube n° 1 pour l'ajouter au tube n<» 2; on 
agite et on examine comme ci-dessus. 

1. — Un des dispositifs les plus simples et les plus 
usuels de chambre humide est celui dont Koch se servait 
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pour observer la sporulation de la bactéridie charbon- 
neuse hors de Torganisme vivant-; il consiste en une 
lame creuse, semblable, pour la forme et les dimensions, 
aux lames employées pour les examens microscopiques 
ordinaires, et creusée au centre d'une dépression circu- 
laire mesurant 15 millimètres de diamètre environ 
(Fig. 57). Lorsque cette lame est stérilisée et refroidie, 
on dépose une goutte delà culture contenant le microbe 
à étudier sur une lamelle également stérilisée, qu'on 
renverse sur la partie excavée, et dont on couvre les 




Fig. 57. — Lame creuse et coape de la lame. 

bords de vaseline, pour empêcher l'air de pénétrer dans 
la cellule. 

11 faut avoir soin que cette goutte forme une couche 
mince, pour qu'on puisse en examiner toute l'épaisseur 
au microscope ; elle ne doit pas non plus s'étendre jus- 
qu'aux bords de la cellule, sans quoi elle disparaîtrait 
par capillarité entre les deux surfaces de verre. 
' Au lieu de disposer la culture même sur la lamelle, on 
peut y mettre qu'une goutte de substance nutritive, 
liquide ou solide, qu'on ensemence en un point déter- 
miné de la périphérie. 

Avant de déposer la lamelle, il est. bon de garnir de 
vaseline les bords de la cellule, de façon qu en pressant 
la Unaelle, toute communication avec Tair soit sup- 
primée. 

Ôâ examine la préparation avec un Taible grossisse- 
ment pour se rendre sommairement compte des mir 
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crobes qui y sont contenus et des points qu'ils occupent ; 
après quoi, on fixe la lame sur la platine du microscope 
et on continue Texamen avec un grossissement plus 
fort. Pour arriver vite à mettre les points intéressants 
au foyer du microscope, il est bon de remarquer que 
Thumidité se condense sous la lamelle autour de la 
goutte suspendue, donnant à toute cette zone Taspect 
du verre dépoli ; on n'a, dès lors, qu'à faire glisser la 
lame jusqu'aux limites de cette région et on tombe immé- 
diatement sur les bords de la goutte. 

On peut conserver des cultures en cellules, ainsi dis- 
posées sur la platine du microscope, pendant plusieurs 
jours, de façon qu'on peut suivre pas à pas le dévelop- 
pement du même micro-organisme. 

Si l'on veut bâter le développement, ou si la tempé- 
rature de la cbambre est trop basse pour la culture, on 
dispose la cbambre bumide sur une platine chauffante 
d'un modèle quelconque (de Schultze, Ranvier, Israël, 
ou Vignal), ou sur le « thermostat pour microscope » de 
Panum {Nord Med, Arkiv. 1874, VI, n° 7). 

Le plus souvent il suffit de mettre la lame dans une 
étuve, d'où on la retire de temps en temps pour l'exa- 
miner au microscope. Pour retrouver facilement le 
même point de la préparation, on recourt au procédé 
suivant, indiqué par Hofmann: on trace de chaque côté 
de l'orifice de la platine une croix, droite d'un côté (-f ), 
oblique de l'autre (X) ; puis, lorsque le point à observer 
est bien au centre du champ du microscope, on fait à 
l'encre, sur la lame, deux croix exactement superposées 
aux deux premières. 

2. Chambre humide de Bœttcher (Fig. 58). — Elle consiste 
en une lame sur laquelle un anneau de verre épais est 
ûxé au moyen d'une substance adhésive pouvant résis- 
ter à une chaleur de + 150" : on peut se servir pour cela 
d'une des colles servant à raccommoder le verre; Hansen 
fait usage d'une solution de gélatine dans l'acide acéti- 
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que, à laquelle on ajoute, au moment de s'en servir, du 
bichromate de potasse finement pulvérisé. 

On met un peu d'eau distillée au fond de cette cavité, 
et on frotte le bord supérieur de Tanneau avec de la 
vaseline, pour fixer la lamelle. E. Ghr. Hansen a obtenu 
dans des appareils semblables des cultures sur plaque 
en miniature, où il a étudié des colonies de levures pro- 
venant d'un germe unique ensemencé sur la gélatine 
nutritive avec les précautions indiquées plus haut [Medd. 
A Carhberg Laborator, IF, § 152). Il se sert habituelle- 
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Fi g. 58. — Chaipbre humide de Boettcher. 

ment de larges anneaux de verro (25 millimètres de dia- 
mètre intérieur), recouverts de lamelles rondes appro- 
priées. 

La goutte suspendue à la face inférieure d'une lamelle 
présente plusieurs défauts : son épaisseur est trop grande 
et pas uniforme, et les microbes peuvent s'y déplacer; 
ces inconvénients sont évités en partie dans la gélatine ; 
mais, on le sait, cette substance ne saurait remplacer com- 
plètement les milieux de culture liquides, car elle modifie 
les allures de certains microbes; les <t cultures pellicu- 
laires » de Brefeld, que nous décrirons plus loin, offrent 
également des avantages mais a d'autres inconvénients. 

3. Un moyen de remédier à l'un des défauts de la 
goutte suspendue est de mettre en contact avec sa face 
inférieure un fragment de larnelle ; ce fragment y adhère 
par attraction capillaire et forme une surface plane au 
lieu de la convexité du liquide. 
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4. La chambre humide de Ranvier réalise le même 
avantage ; c'est -une lame de verre creusée à son centre 
d'une rainure profonde circonscrivant un disque rond, 
dont la surface plane est inférieure d'un dixième de mil- 
limètre à celle de la lame (Fig. 59). La goutte de culture 
est placée siir cette partie centrale et les bords de la rai- 
nure garnis de vaseline; on applique alors la lamelle en 
appuyant un peu, et la goutte se trouve hermétiquement 
isolée entre deux surfaces planes parallèles, la rainure 
servant de chambre à air. 
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Fig. 59. — Chambre humide de Ranvier. 

5. Za chambre humide de de Bary et Geissler, modifiée 
par Brejeldj est un appareil excellent, mais fragile et 
d'un prix élevé; c'est grâce à elle que Brefeld a réussi 
à suivre le cycle entier du développement du bacillus 
subtilis. Elle consiste en un tube de verre, de 20 cen- 
timètres de long (Fig. 60), porteur danssa partie mé- 
diane, d'une cellule ronde aplatie, de 2 -milli mètres 
d'épaisseur ; les parois supérieure et inférieure ont 
répaisseur d'une lamelle couvre-objet. On lave soi- 
gneusement le tout avec l'acide chiorhydrique, l'eau 
distillée, l'alcool et l'éther, on bouche les deux extré- 
mités avec de l'ouate et on stérilise à + 150^ On dilue 
la culture du microbe et examiner dans un milieu 
approprié, jusqu'à ce qu'on trouve les germes dans 
la proportion voulue (là 4 dans le champ du mi- 
croscope), en regardant quelques gouttes placées &ur une 
lame. L'un des tampons d'ouate du tube est enlevé et Iq 
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bout ainsi ouvert plongé rapidement dans cette dilution, 

qu'on fait monter dans la cellule en 

aspirant à Tautre bout. Quand la cel- 
lule est pleine, on laisse retomber en 

dehors le liquide aspiré, on sèche le 

bout du tube avec un papier-filtre 

stérilisé, on replace le tampon d'ouate 

et on obture les deux bouts avec de 

la cire à cacheter- 
La paroi interne de la cellule est 

ainsi entièrement tapissée d'une 

mince pellicule de liquide contenant 

les microorganismes; cette couche 

est si mince que ces derniers ne 

peuvent s'y mouvoir. On cherche 

alors le point intéressant à observer 

et on fixe la cellule sur la platine du 

microscope, ou plutôt sur une lame 

de verre, en y attachant, avec de la 

paraffine, les deux bouts cylindriques. 
Il faut prendre garde, lorsqu'on 

met au point l'instrument avec un 

fort grossissement, de pousser l'ob- 
jectif sur la paroi peu résistante de 

la cellule. 
On peut aisément introduire dans 

cette cellule des gaz de di>rerses 

espèces — et étudier ainsi leur in- 
fluence sur le développement des mi- 
crobes. 

Il est facile d'improviser des cham- 
bres humides avec les ustensiles dont 
on se sert dans les laboratoires, et, 
comme il peut être important d'avoir 
à la fois un grand nombre de ces ap- ^'Sêi«ier(B^rS).^^ 
pareils à sa disposition, nous allons in- 
diquer quelques-unes de ces préparations extemporanées« 
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6. Buchner a étudié la sporulation du bacillus anthra- 
cis avec la disposition suivante (Fig. 61) : il mettait une 
goutte d'une culture pure de cette espèce sur une 
lamelle, Ty laissait sécher, et recouvrait d'une goutte de 
bouillon de culture; cette lamelle était renversée sur la 
lame, dont elle était séparée à deux extrémités opposées 
par des morceaux de lamelle brisée; on fermait toute 
communication avec Fair, en couvrant les bords d'une 





Fig. 61. — Chambre humide 
extemporanée de Bachner. 
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Fig. 62. — Carton découpé 
pour chambre humide. 



substance adhésive, et on portait sur une platine chauf- 
fante. 

7. Une cellule, dont nous ignorons l'inventeur, consiste 
en un morceau de carton épais, dans lequel on découpe 
un carré (Fig. 62), et qu'on stérilise par ébulJition dans 
l'eau, ou par la vapeur à fair libre ; pour cette opéra- 
tion, on superpose plusieurr, de ces cartons, qu'on presse 
entre deux lames de verre solidement attachées 
par une ficelle. On prend im de ces morceaux de carton 
encore humide, on le met sur une lame stérilisée contre 
laquelle on le presse au moyen d'une baguette de verre. 
Une lamelle, munie de sa goutte de culture, est ren- 
versée sur le carré vide et légèrement pressée sur le car- 
ton, après quoi on imbibe d'eau stérilisée le carton jus- 
qu'à ce qu'il en soit complètement imprégné. Ce carton 
sert à la fois à entretenir l'humidité, et à maintenir la 
lamelle; pour éviter tout dessèchement, dans l'intervalle 



CULTURE SOUS LE MICROSCOPE 129 

des examens microscopiques, on dépose la lame dans 
une grande chambre humide (Voy. p. 79) et de temps 
en temps on verse sur un angle du carton un peu d*eau 
stérilisée ou de sublimé très dilué. Celte disposition ne 
peut naturellement pas être utilisée lorsque Ton veut 
faire une observation continue pendant quelques jours, 
sans retirer la lame de dessous l'objectif. 

Brefeldf dans ses expériences sur les champignons d'ordre élevé, 
es a cultivés sous l'objectif, en les ensemençant dans une mince 
couche de liquide nutritif simplement étalé sur une lame. Ces 
sortes de cultures liquides sur plaque ne peuvent servir pour 
Tétude des bactéries, et ne présentent aucun avantage sur les 
cultures en cellule pour les levures, bien au contraire. Mais 
comme, d'autre part, elles ofifrent une grande importance pour 
l'étude des champignons, nous devons en faire une description 
sommaire . 

Les solutions indiquées pages 25 et 26 sont employées, après 
avoir subi une ébullition prolongée, de façon qu'elles soient un 
peu concentrées; avec une tige de verre, on en met une goutte 
sur ime lame stérilisée, et on y ajoute une très petite quantité 
des spores à examiner, qu'on dissémine avec une aiguille de pla- 
tine, dételle sorte qu'il ne s'en trouve qu'une ou deux dans le 
champ du microscope. De telles cultures ne peuvent évidem- 
ment pas être employées pour une observation continue et pro- 
longée, car au bout de 4^ielque temps, elles seront hors d'usage 
par dessiccation ou en raison des impuretés qui s'y déposent. 
Entre les séances d'observation, on les mettra dans des cham- 
bres humides, comme les plaques de culture de Kocfa ; ce procédé 
ne pourra guère être employé que dans les laboratoires où l'on 
prend un soin spécial de conserver l'air aussi pur que possible, 
mais les travaux de Brefeld montrent cependant tout le parti 
qu'on peut en tirer. La méthode de Brefeld préscLte encore, sur 
les cultures sur lame en milieu solide, les avantages suivants : 
on peut réensemencer les spores même après qu'ils ont commen- 
cé à germer; les champignons s'y trouvent dans des conditions 
do développement très favorables; et on peut pendant des se- 
maines et des mois, à mesure qu'ils épuisent leur substance 
nutritive, leur en fournir d'autre, en mettant sur la lame, tous 
les jours ou tous les deux jours, quelques gouttes du liquide de 
culture. 



CHAPITRE X 

Expérimentation sur les animaux. 



Nous arrivons maintenant k un groupe d'expériences 
vers lequel convergent pour ainsi dire tout ce que nous 
avons écrit dans les chapitres précédents ; ces expér 
riences ont pour but de démontrer qu'un grand nombre 
des maladies connues sont causées par des microbes et 
de permettre d'étudier faction de ces microbes sur l'or- 
ganisme vivant, et réciproquement. 

La preuve absolue qu'une maladie infectieuse quel- 
conque est causée par un microbe donné ne peut être 
établie qu'après que les conditions suivantes ont été 
remplies: démontrer l'existence constante de ce microbe, 
toujours Je même dans la même maladie et dans cette 
maladie seulement ; en déterminer nettement la morpho- 
logie, les propriétés chimiques et physiologiques; l'isoler 
et le cultiver à l'état de pureté hors de l'organisme vi- 
vant; reproduire la maladie originelle en inoculant ces 
cultures aux animaux ; et, enfin, retrouver dans les tissus 
de ces derniers le microbe primitif avec ses caractères 
bien définis. 

On emploie pour les inoculations diff'érentes espèces 
d'animaux, des rongeurs (lapins, cobayes, rats, souris), 
des oiseaux (poules et pigeons). La plupart des maladies 
infectieuses peuvent se reproduire sur une des espèces 
animales les plus faciles à se procurer, en raison de leur 
prix peu élevé, de leur petite taille et de leur prôlificité 
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nous voulons parler de la sourit blanche, qui offre une 
. réceptivité plus ou moins marquée pour le charbon, le 
choléra des poules, l'œdème malin, diverses formes de 
pyohémies et de septicémies, la morve, le tétanos, etc. (1). ■ 

Quand on ne veut faire que les grandes expériences 
fondamentales de l'infection microbienne, il est suffisant 
d'employer la souris blanche. ■ 

Haniëre de garder les Bouris. — Après beaucoup d'essais, 
nous avons adopté, comme cages à louris, 

les boites à biscuits métalliques dont noua a , 

avons déjb parlé page 3. On fait uo grand 
nombre de trous dans le couvercle, pour 
permettre l'ëvaporation tacile de l'humidité ; 
on remplit la boite à mi-hauteur de sciure 
de bois, qu'on recouvre d'un peu d'ouate. La 
nourriture se compose d'avoine et de pain 
blanc trempé. La sciure de bois, d'une part, 
diminue beaucoup l'odeur désagréable que 
dégagent les animaux enfermés, et, d'autre 
part, mélangée aux débris de grains, à l'ouate tig, sa. 

et aux excréments, elle forme une masse Bocal pour sourii. 
chaude, douce et sèche, dans laquelle les 
souris font leurs trous, vivent et se reproduisent très bien. IMx 
à quinze' souris adultes peuvent largement subsister dans une 
botte semblable, qu'on n'aura besoin de vider, pour changer la 
sciure, qu'une fois par mois, et mftme une fois tous tes deux on 
trois mois, suivant le nombre d'habitante. 

Pour isoler une souris inoculée, on la met dans un bocal de la 
capacité de deux litres [Fig. 63), où on peut facilement l'obser. 
ver. Ces bocaux sont soigneusement désinfectés et remplis' au 

(1) Tandis que la souris blanche (espèce albinos de la souris 
de maison, Mus masculus] est assez réfracfaire à la morve, sui- 
vant LocfQer, la souris des cbamps d'Europe {Artiicola arvolû) y 
est très susceptible, de mâme que la souris de bois {Mus lylva- 
liciii), suivant R.Ut. D'autre part, la souris dos champs est réfrac- 
taire ila septicémie des souris, pour laquelle la souris blanche a 
une grande réoepûvité (Kocb). Los souris de champs et de bois 
supportent très bien la captivité et se nourrissent d'avoine et de 
paiQ mouillé; la dernière est très vive et sa morsure estrême- 
ment douloureuse. Il faut avoir soin de ne pas laisser ensemble 
plusieurs de ces animaux après qu'ils ont subi une inoculation, 
car, lorsque l'un d'eux meurt, les autres le dévorent immédiate- 
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tiers de leur hauteur avec de la sciure de bois : comme couvercle, 
on prend une toile métallique carrée, que l'on replie sur Torifice 
et qu'on serre dans la rainure a avec un fil de fer ; il faut que ce 
couvercle soit fixé asse? solidement pour que Tanimal ne puisse 
le soulever et s'échapper, et en môme temps il doit être facile à 
enlever et à remettre, aussi bien que susceptible d'être désinfecté 
à la flamme. 

Lorsqu'on fait un usage constant de souris blanches, elles sont 
généralement nées dans le laboratoire; il n'est pas toujours facile 
de mettre en train leur reproduction, car elles sont querelleuses, 
et les mâles qui n'ont pas été élevés ensemble se battent les uns 
les autres et dévorent les jeuoes. Règle générale, il faut au début 
séparer les couples; quand la femelle est sur le point de mettre 
bas, on l'isole dans le bocal dont nous avons parlé, où on la laisse 
jusqu'à ce que les petits aieut les yeux ouverts; on peut alors 
réunir deux femelles et leur famille dans une des grandes boîtes- 
cages, et les petits s'élèvent ensemble sans difficulté, pourvu 
qu'ils soient à peu près du même âge. Cette bonne entente se 
prolonge, et on n'a plus besoin de séparer les femelles qui sont 
grosses, tant qu'il y a de la place suffisamment pour faire leur 
trou et déposer leurs petits. 

PROCÉDÉS D*INOCULATION 

Ces procédés varient suivant le but que l'on poursuit ; 
si Ton veut simplement infecter l'organisme par un moyen 
quelconque, l'inoculation superficielle par des blessures 
de la peau, frottées de substance virulente, suffît dans 
beaucoup de cas. Cependant, on veut parfois tenter 
d'imiter l'infection naturelle et faire pénétrer le contage 
à travers les muqueuses intactes de l'appareil respira- 
toire ou digestif. D'autres fois, il est nécessaire d'intro- 
duire le virus sous la dure-mère, parla trépanation. Bref, 
tous les organes peuvent être utilisés comme voie de 
pénétration de l'agent pathogène ; nous ne décrirons que 
les méthodes d'inoculation les plus importantes. 

Anesthésie. — Dans Ja plupart des cas, Tinoculation 
est indolore et Ton n'aura guère besoin de recourir à 
Vanesthésie que si l'on a h faire quelque opération com- 
plexe, telle que le trépan, pour inoculer la rage. 

Les souris et les rats sont placés sous une cloche de 
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verre, à côté d'un tampon d*ouate imbibé d'éther, et 
après une courte période d'excitation, ils tombent en- 
dormis; on les retire de dessous la cloche, on les attache, 
et, comme ils tolèrent très bien Téther, on peut aisémen 
entretenir Tinsensibilité. Il n'en est pas de même pour 
les cobayes et les lapins, ces derniers surtout, qui meu- 
rent sous Téther ou le chloroforme avec une facilité 
déplorable ; avec une certaine habitude, on parvient 
cependant à éviter cet accident, et, à Tlnstitut Pasteur, 
on ne perd guère sous les anesthésiques qu'un à deux 
lapins sur cent. On verse une cuillerée à thé de chloro- 
forme sur un morceau de papier buvard plié en forme de 
filtre et avec lequel on coiffe le museau de l'animal; au 
bout de quelques secondes, les mouvements respiratoires 
s'arrêtent et, lorsqu'ils reparaissent peu après, l'insensi- 
bilité étant alors complète, on suspend immédiatement 
l'administration du chloroforme. 

1 . Inoculations endermiques. — Le plus souvent, on écorche 
l'oreille de la souris avec une lancette trempée dans le 
virus ; mais on peut le faire dans n'importe quel point de 
la surface cutanée, après avoir pris soin de raser les poils. 
On peut aussi scarifier la peau et introduire le virus par 
friction, ou même simplement frotter la peau intacte 
avec la substance infectante. 

2. Inoculations sous-cutanées. — Pour la souris, on pra- 
tique ces injections sous la peau du dos, à la racine de 
la queue; la souris étant dans son bocal (Fig. 63), on 
saisit sa queue entre le pouce et l'index de la main 
gauche et on la tire sur le rebord du bocal, le reste du 
corps pendant à l'intérieur; l'orifice du récipient est 
recouvert avec un morceau de carton qu'on maintient 
avec les doigts de la main gauche restés libres, de façon 
à ne laisser entre lui et le verre que juste l'espace suf- 
fisant pour laisser passer la naissance de la queue. 

On coupe les poils à ce niveau, et avec une lancette 
ou une paire de ciseaux, on incise la peau et on fait dans 
le tissu cellulaire sous-cutané un décollement en forme 
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de poche, dans laquelle on dépose la substance viru- 
lente ; si cette dernière est un corps solide, on l'introduit 
avec une pince stérilisée ; si c'est une parcelle de cul- 
ture, etc., on se sert pour cela de la pointe d'une lancette 
ou d'un fil de platine ; enfin, si l'on veut inoculer une 
proportion un peu plus considérable de substance liquide, 
on fait usage de tubes capillaires ou de pipettes Pasteur. 
Lorsqu'on veut injecter une quantité notable de liquide, 
on se sert d'une seringue de Pravaz stérilisée ; la seringue 
de Pravaz ordinaire ne peut supporter la stérilisation à 
haute température, parce que le piston est entouré de 
cuir et l'embout de l'instrument fixé par soudure ; aussi 
doit-on se servir d'une' seringue spéciale dont l'embout 
se visse directement sur le cylindre de verre et dont le 
piston est fait en moelle de sureau, ce qui permet de 
stériliser l'instrument à la chaleur humide ou sèche 
(Straus et Collin). 

Quand les cultures sout liquides ou très vivaces sur des milieux 
solides, il est facile d'en prélever une partie dans le tube, soit avec 
une pipette, soit avec une anse de platine. Mais, lorsque les mi- 
crobes à inoculer se sont développés en ligue mince le long de la 
piqûre d'ensemencement et qu'on veut avoir une quantité relati'^ 
vement considérable de substance, il est préférable d'enlever la 
colonie tout entière et de remployer liquéfiée ou non., La tech- 
nique diffère un peu, suivant qu'on a affaire k des cultures sur 
gélatine, agar ou sérum. 

a); Gélatine, — On chauffe le tube au bain-marie ou sur une 
lampe, jusqu'à ce que, la partie périphérique de la gélatine étant 
fondue, la masse n'adhère plus au verre ; on la fait tomber par 
secousses sur le tampon d'ouate et on enlève soigneusement 
celui-ci, laissant glisser le cylindre dans un verre de montre 
stérilisé; avec une lame stérilisée et légèrement chauffée, toute 
la partie externe, ne contenant pas de microbes, est excisée, et 
il ne reste plus qu'un morceau prismatique de gélatine, conte- 
nant les colonies. 

6). Agar-agar, — Cette substance adhérant au verre beaucoup 
moins que la gélatine et ne fondant pas à une température 
aussi basse qu'elle, on est obligé d'employer, pour l'extraire, un 
procédé différent. 

On chauffe un peu le tube, puis on glisse ime pipette Pasteur 
au fond, entre la pafûi et l'agar, et, en soufflant fortement par la 
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pipelte, la culture entière est ordinairement projetée hors du 
tube. Si ce moyen ne réussit pas, on prend une tige de verre, 
telle qu'un manche de fil de platine, on la chauffe et on l'introduit 
à travers Tagar jusqu'au fond de Téprouvette, sans toucher aux 
colonies microbiennes ; on laisse refroidir, puis alors on se sert 
de la tige pour attirer Tagar au dehors par une série de mouve- 
ments de va-et-vient. 

L'agar est reçu dans un verre de montre stérilisé et traité 
comme la gélatine. 

c). Sérum, — Les cultures sur sérum sont beaucoup plus difficile^ 
à manipuler, parce que cette substance adhère solidement au 
verre et ne peut pas être liquéfiée; il faut alors arriver à extraire 
les colonies en les séparant de leur entourage au moyen d'un 
mince et long couteau. 

3. Inoculations intra-yeineuses. — Ce procédé ne peut être 
employé sur la souris, dont les veines sont de trop 
petit calibre ; sur les animaux de plus grande taille, on 
peut, en général, éviter de dénuder la veine et introduire 
directement l'aiguille de la seringue à travers la peau, 
dans la cavité du vaisseau ; cbezle lapin, cette manœuvre 
est très facile pour les veines de Toreille et de la patte. 

a). Inoculation dans les veines de V oreille, — On en- 
veloppe le lapin étroitement serré dans une longue 
serviette, la tête sortant seule; on lave Toreille avec 
une solution phéniquée à 2 0/0, qui a pour effet à la fois 
d'antiseptiser la région et de rendre les veines plus 
apparentes par Thumidité des poils. Un aide maintient la 
tète de Tanimal et comprime la base de l'oreille, pour 
faire saillir les veines ; on saisit Toreille entre le pouce 
et l'index de la main gauche, de façon à la tendre légè- 
rement sur le bord du doigt, et on introduit Taiguille de 
la seringue dans la veine (Fig. 64) ^ L'aide lâche alors 
Toreille et l'opérateur pousse lentement le piston de la 
seringue, en maintenant la canule en place avec les deux 
doigts qui tiennent Voreille; tout écoulement de sang 
est vite arrêté par la compression et l'amadou. Si on a- 
piqué à côté de la veine, il se fait simplement un oedème 
du tissu cellulaire; il est inutile, dans ce cas, de chercher 
à rentrer dans le vaisseau en retirant un peu la canule 
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et il vaut mieux cliercher une autre veine pour y faire 
l'injection. C'est ordinairement la branche veineuse 
longeant le bord poetérieur de l'oreille qu'on choisit 
comme ia plus facile & atteindre. 

On peut arriver à injecter & l'animal des quantités con- 
fidérablea de liquide, en mettant Ja canule en rapport 
avec une seringue beaucoup plus grosse au moyen d'un 
tuyau de caoutchouc; mais, comme cette injection doit 



FIg. M. - Injection intri-veiaeusf d'une calluM dnns rorcilla d'un lagiio. 

être faite très lentement et demande un temps assez 
long, il est mieux d'immobiliser le lapin en l'attachant 
sur une planchette spéciale [i) ou avec le mors de 
Ranvier. 

6). Inoculation dan» les veines du membre inférieur, 
— On enveloppe le lapin comme plus haut, maison ne 
laisse sortir qu'une patte de derrière,' en laissant l'autre 
repliée sous l'animal; un aide assis, pose le lapin sur ses 
genoux, tient la patte dans l'extension d'une main et 
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de Tautre comprime la cuisse un peu au-dessus du 
genou, ravant-bras appuyé sur ranimai, pour le main- 
tenir. On cherche une veine saillante à la partie infé- 
rieure de la patte, on coupe les poils, on lave la peau 
avec la solution phéniquée et on fait Tinjection en 
maintenant la canule dans la veine avec le pouce gauche. 

4. Inoculation intra-péritonéale. — On saisit, entre le 
pouce et l'index, de la main gauche, toute l'épaisseur de 
la paroi abdominale; èi la base du pli ainsi formé, on 
enfonce l'aiguille de la seringue de Pravaz, jusqu'à ce 
qu'elle ressorte de l'autre côté ; on lâche alors le pli, et 
la canule, légèrement relirée, est libre dans la cavité 
abdominale, sans qu'il y ait danger de blesser les 
intestins. 

Quand on veut injecter de grandes quantités de 
liquide, on relie la canule, au moyen d'un tuyau de 
caoutchouc, avec une pipette graduée contenant le 
liquide. On peut encore enfoncer une aiguille dans le 
pli de la peau et glisser dessus, comme sur un mandrin, 
la pointe d'une pipette de Pasteur jusque dans la cavité. 

Il vaut mieux éthériser les souris et les rats avant de 
les inoculer. 

L'inoculation dans la cavité abdominale a cet avan- 
tage de permettre l'introduction d'une quantité très 
considérable de subtances soit liquides, soit solides. 
Dans ce dernier cas, on fait une incision le long de la 
ligne blanche et, en opérant avec soin, on peut arriver 
à faire pénétrer un organe entier d'un animal quelconque 
dans la cavité abdominale, d'un autre animal plus petit, 
comme, par exemple, le cœur ou le rein d'un lapin dans 
le ventre d'un rat. 

5. Inoculation dans la chambre antérieure de Pœil. — Ce 
procédé a acquis une importance spéciale dans Tétude de 
la tuberculose; en introduisant de la substance tubercu- 
leuse dans la chambre antérieure, on peut suivre sur 
l'iris l'évolution de la tuberculose miliaire, sans aucun 
processus antérieur de suppuration (Gohnheim et Salo- 
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monsen) ; on s'est servi récemment de ce procédé pour 
conférer la rage aux animaux (Nocard et Roux). 

On. attache le lapin sur une planchette à opération, 
le ventre contre le hois et la tête parfaitement fixée ; un 
aide relève les paupières et est parfois obligé d'écarter 
la membrane clignotante trop développée; avec une 
pince, on saisit la conjonctive et Ton fait, avec un bis- 
touri très mince, une incision de 2 à 3 millimètres de 
long sur la cornée, près de son bord, avec toutes les 
précautions usitées dans les opérations sur les yeux. 

Si la substance à inoculer est solide, on la passe à 
travers Tincision avec des pinces courbes à mors fins et 
plats, puis on frotte doucement la cornée avec, une 
curette de Daviel, pour faire glisser le fragment dans le 
fond dé la chambre antérieure ; si Ton n'y arrive pas 
aisément, on le laisse où il se trouve. Pour les liquides 
on les injecte au moyen d'une canule mousse et recour- 
bée, introduite dans Tincision. Il est bon d'anesthésier 
préalablement la conjonctive avec quelques gouttes de 
solution cocaïnée à 2 0/0, dont l'action est complète en 
quinze minutes (Howe). 

Une autre place se prête bien à Texamen direct ; c^est la cornée 
elle-même, dans laquelle on peut suivre en particulier Teffet des 
bactéries sur les cellules du tissu conjonctii. Avec une aiguille 
mousse, on fait sur la cornée des érailures en ayant bien soin de 
ne pas la perforer, et on frotte doucement la substance virulente 
sur les points blessés. 

6. Inoculation sous la dure-mère. — Ce procédé, tel qu'il a 
été d'abord employé pour conférer la rage aux animaux ^ 
dans. le laboratoire de Pasteur (Pasteur et Roux), est le 
suivant, lorsqu'on a affaire à des lapins ou des cobayes : 

. On fait une incision entre l'œil et l'oreille, comprenant 
la peau et l'aponévrose, et on fait écarter les bords de la 
plaie ; un trépan de 5 à 6 millimètres de diamètre est 
appliqué en arrière de l'orbite, un peu en dehors de la 

gne médiane, 
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Lorsque le sillon circulaire commence à pénétrer 
assez profondément dans Tos, on retire la pointe cen- 
trale, pour éviter de blesser la dure-mère. Généralement, 
on se rend bien compte lorsque Tos est entièrement dé- 
taché ; cependant, il est bon de regarder de temps en 
temps où on en est. La dure-mère mise à nu, on la perce 
avec une aiguille de Pravaz, recourbée presque à angle 
droit, et on a soin de la tirer légèrement à soi, pour ne 
pas blesser le cerveau sous-jacent ; on injecte deux à 
trois» gouttes du mélange préparé avec la moelle rabiqde. 
On lave la plaie avec la solution phéniquée h 2 0/0, et 
oii feirme avec deux points de suture. 

Lorsqu'on opère sur un chien, on fait glisser la peau 
de côté après l'incision, on détache le muscle temporal 
et on applique le trépan dans la fosse temporale, où le 
crâne est plus mince et où Ton a peu de sang. 

Comparée avec les autres méthodes d'inoculation de 
la rage, Tinjection sous la dure-mère a l'avantage de 
donner une infection absolument certaine après une 
incubation toujours très courte. Mais, d'après les re- 
cherches de Nocard et Roun , on aurait les mêmes ga- 
ranties de certitude avec le procédé beaucoup plus simple 
de Finoculation dans la chambre antérieure de Toeil. 

Le virus rabique se trouve à l'état pur daos la moelle et le cer- 
veau des animaux morts d'hydrophobie. On n'a qu'à dissocier ces 
tissus dans du bouillon stérilisé ou dans une solution de chlorure 
de sodium à 0,7 0/0, et à injecter le mélange avec une seringue 
de Pravaz. Il faut recueillir ces matériaux et les préparer avec la 
plus grande propreté possible, pour éviter toute infection acciden- 
telle. 

A rinstitut Pasteur, on excise un petit morceau du plancher 
du quatrième ventricule et on le place dans un verre d'une conte- 
nance de 20 grammes, qu'on a préalablement enveloppé dans du 
papier et stérilisé à -f 150o. Là, on réduit le fragment en bouillie 
avec une baguette et on verse dessus un peu de bouillon stérilisé 
en continuant d'agiter. On couvre le verre avec un papier et on 
attend que les particules les plus grosses se soient déposées au 
fond ; la couche supérieure du liquide, légèrement trouble, est 
employée pour l'injection. - 
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La moelle allongée cooserve sa viralence intacte pendant au 
moins un mois, lorsqu'on la met dans la glycérine neutre bien 
pure ; c'est un fait dont il est bon de se souvenir, lorsqu'on a 
Toccasion d'envoyer des fragments du système nerveux central 
d'un homme ou d'un animal dans un laboratoire éloigné où doit 
se faire le diagnostic. 

Le vaccin raàigue se prépare de la manière suivante (Pasteur et 
Roux) : on prend un lapin pesaot environ 2 kilos et mesurant de 

45 à 50 centimètres du nez à la racine 
de la queue, on l'inocule par trépana- 
tion avec un virus fi^e. 

Six ou sept jours après, il présente 
des signes de rage et, vers le dixième 
jour, il meurt; on s'empresse de pren- 
dre ses centres nerveux avant toute pu- 
tréfaction. On arrache entièrement la 
peau du dos, on détache les muscles 
cervicaux et dorsaux du crâne et de la 
colonne vertébrale et on enlève les apo- 
physes épineuses avec des cisailles cour- 
bes. On saisit le nez avec une solide 
pince à os et on tient ferme de la main 
gauche, pendant que de la droite on 
enlève la calotte crânienne avec une 
pince de Liston ; on coupe alors une & 
une les lames vertébrales des deux c6- 
Fig. 65. — Flacon à air me tés, le plus près possible du corps, en 
pour le vaccin de la rage. prenant bien garde d'endommager la 

moelle; cela est assez difficile à éviter, 
surtout dans la région cervicale, mais avec un peu de pratique on y 
arrive. On coupe la mœlle mise à nu, au-dessus de la queue de 
cheval, on saisit les enveloppes avec des pinces juste au niveat* de 
la section et on les enlève sur une longueur de 6 à 7 centimètres, 
en coupant toutes les adhérences. La partie de moelle ainsi libérée 
est coupée, attachée avec un fil de soie sléi^lisé et suspendue 
(Fig. 65) dans un flacon de la capacité d'un litre et muni de deux 
ouvertures qu'on a bouchées â l'ouate avant de stériliser à -f 150'. 
On a eu soin de mettre dans le fond du vase une couche de 
soude caustique pour dessécher l'air contenu ; la moelle une fois 
suspendue, on laisse le tout à une température de -f 20» à + 25®. 
Après un temps plus ou moins court, suivant l'intensité qu'on veut 
obtenir, on prend ces fragments de moelle pour vacciner, en' les 
dissociant dans l'eau, comme nous avons dit pour l'inoculation de 
la rage. 

7. Inoculation par los voies digestives. — On réalise Tin- 
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Fig. 66. — Bâillon en bois pour introduire 
la sonde stomacale aux animaux, — d, 
coupe. 



fection par les voies digestives en mêlant la substance 
virulente aux aliments que l'animal mange volontiers 
et qu'on lui donne après Tavoir laissé à jeun pendant 
près d'un jour : c'est là le seul procédé pour les souris 
et autres petits animaux. Pour de plus grands mammi- 
fères (lapins, chiens, cobayes), on procède de la môme 
façon lorsqu'il s'agit de leur faire avaler des quantités 
notables de substance so- 
lide, et c'est certainement 
le meilleur moyen, puis- 
que c'est ainsi que pro- 
cède naturellement l'in- 
fection par voie alimen- 
taire. Cependant, cela ne 
suffît pas toujours, et l'on 
peut être obligé de re- 
courir à d'autres procé- 
dés. Pour les liquides, tels que cultures microbiennes, on 
peut les verser dans la bouche, le lapin étant enveloppé 
d'une serviette et maintenu sur les genoux d'un aide. On 
peut aussi les introduire directement dans l'estomac de 
la manière suivante : on fait ouvrir la gueule de l'animal 
en pressant sur les joues au niveau des molaires, et on y 
introduit un petit haillon en bois (Fig. 66), de façon que 
les incisives tombent dans les rainures des faces supé- 
rieure et inférieure (h). A- travers le trou ménagé dans le 
haillon, on peut introduire un cathetçr n* 17, jusque 
dans l'estomac du lapin, et on n'a plus qu'à y verser les 
substances liquides. 

Pour le cobaye, on se sert d'une fine sonde à urèthre, 
qu'on introduit avec précaution pour ne pas faire fausse 
route. 

Pour les oiseaux, pigeons on poules, on pousse les 
fragments solides aussi loin que possible sur la base de 
la langue, on referme le bec et la déglutition a lieu 
rapidement. Lorsqu'on veut leur faire aValer des cul- 
tures ou des liquides virulents, on fait des boulettes 
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avec de la fariné arrosée de ces substances, et on les in- 
troduit de la même façon. 

L'injection des liquides infectieux directement dans 
Testomac ou Tintestin, avec une seringue de Pravaz, 
constitue un procédé plus rigoureux; pour Tintestin, on 
ouvre la cavité abdominale avec des précautions anti- 
septiques^ on attire une anse intestinale, qu'on fixe avec 
soin, et on injecte à travers ses parois. C'est de. cette 
manière qu'on a injecté le bacille du choléra dans la 
duodénum (Nicati et Rietsch), de façon à éviter l'action 
nuisible du suc gastrique sur les microbes. 

S. Inoculation par les voies respiratoires. —3 On peut porter 
la matière virulente au contact de la muqueuse bron- 
chique en l'injectant à travers une ouverture pratiquée 
à la trachée. Sur les grands animaux, on place une canule 
métallique à travers laquelle on passe un tube à drainage 
qui permet d'injecter de petites quantités à là fois et 
d'éviter ainsi les quintes de' toux spasmodiques. 

Si l'on veut imiter de plus près les procédés naturels 

d'infection par la muqueuse des voies respiratoires, on 

.fait respirer les animaux dans un air tenant en suspension 

les germes microbiens. On peut le faire par le spray ou 

par la poussière sèche. 

1). On peut reprocher au spray de ne pas se composer 
seulement de gouttelettes très fines, mais d'en entraîner 
de plus grosses, qui mouillent rapidement toute la sur- 
face de l'animal. Pour remédier à cela, Buchner relie le 
pulvérisateur avec un flacon de Woulf à deux tubulures, 
d'une contenance de trois litres ; les plus grosses gouttes 
s'y déposent, tandis que les autres, sous forme d'un 
brouillard à peine perceptible, ressortent par l'autre 
orifice du flacon et pénètrent par un tube dans la boîte 
où sont enfermés les animaux. 

2). Dans la seconde méthode, on verse les cultures 
liquides sur un tas de spores de Licoperdon giganteum, 
qu'on laisse sécher sur. du chlorure de calcium et qu'on 
projette ensuite avec un soufflet dans les cages des ani- 
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maux (Buchner). Dans ses-expériences sur la pénétration 
des spores du bacillus anthracis dans les poumons^ 
Buchner employait 25 centigrammes de poudre pour un 
espace de 3,000 cent, cubes et laissait Tinhalation se 
poursuivre pendant dix à quinîe minutes. 

On peut employer aussi les poudres de talc et de char- 
bon, mais les spores de la vesse de loup sont encore ce 
qu'il y a de meilleur, en raison de leur ténuité, de leur 
régularité et de leur faible poids spécifique. Il va sans 
dire que, si Ton a affaire à des microbes dont la vitalité 
soit atteinte par la sécheresse, il faut renoncer à ce 
procédé. 

Comme il est important, dans ces expériences, de ne 
pas troubler le mode respiratoire des animaux, il vaut 
mieux les laisser libres et non attachés ; si Ton est abso- 
lument obligé de fixer la tète dans une direction donnée, 
on le fait avec une toile métallique fine, qui se plie et se 
coupe à volonté. On peut mettre plusieurs souris ensemble 
dans une boite métallique étroite, munie de trous d'aéra« 
tion, bouchés à Touate ; quand on a une seule souris à 
inoculer de cette façon, on la met dans un tube de verre 
de 3 à 4 centimètres de diamètre, muni à une extrémité 
d'un bouchon dans lequel on pratique une fente destinée 
à laisser passer et maintenir la queue de l'animal. 

Quand on opère. avec des bactéries pathogènes pour 
l'homme, on ne doit pas négliger de prendre des précau- 
tions, telles que faire ces expériences en plein air, avoir 
de longs tubes pour le pulvérisateur, etc. 



CHAPITRE XI 

Récolte de produits pathologiques sur rhomme et 
Ces animaux — Récolte et préparation des milieux 
de culture primitivement stériles. 



Lorsqu'on veut faire des cultures de microbes patho- 
gènes pris dans le sang ou les organes des animaux, il 
faut, en outre des procédés indiqués aux chapitres !, 
in et V, observer les précautions suivantes : 

Ecorcher ou plumer les cadavres d'animaux, afin 
d'éviter toutes les impuretés contenues dans les poils et 
les plumes, et avoir soin de laver au sublimé toutes les 
surfaces cutanées conservées. 

Stériliser soigneusement tous les instruments dont on 
se sert -pour l'autopsie. Comme les couteaux, ciseaux et 
pinces sont vite endommagés lorsqu'on les porte au 
rouge, on devra avoir deux séries de ces instruments : 
l'une, destinée à la partie extérieure et grossière de l'opé 
ration, sera stérilisée à la flamme, et les lames seront 
assez chaudes, quand on s'en servira, pour produire un 
sifflement en entrant dans les chairs ; l'autre, réservée 
aux opérations délicates, sera stérilisée à + 150° dans 
une boîte métallique et passée légèrement dans la 
flamme au moment de s'en servir. 

En plus du gaz et de la lampe à alcool, on devra avoir 
sous la main un bassin rempli d'une solution de sublimé 
à 1 pour iOOO et une solution phéniquée à 5 pour 100, 
pour la désinfection des mains et des instruments. Pour 
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éviter toute contamination par contact, on placera les 
instruments stérilisés sur des supports de verre (Fig. 18) 
et sous une cloche. 

Pour ouvrir le corps et mettre à nu les organes, on se 
servira d'instruments fortement chauffés, avec lesquels 
on évitera autant que possible de toucher les viscères. 

1. Substances liquides. -^ Avant de pénétrer dans une 
cavité contenant un liquide qu'on veut cultiver, il faut en 
cautériser la paroi pour la rendre parfaitement aseptique. 
Si Ton veut, par exemple, prendre quelques grammes 
d'un épanchement pleural, on mettra à nu les côtes et les 
muscles intercostaux et on cautérisera un point d'un 
espace intercostal avec l'extrémité d'une baguette de 
verre, ou mieux de fer, fortement chauffée à la flamme; on 
enfoncera en ce point une aiguille ou une lame de bistouri 
portés au rouge et, par l'ouverture ainsi faite, on enfon- 
cera l'aiguille à inoculation, le tube capillaire ou la pi- 
pette, suivant la quantité de liquide qu'on veut recueillir. 

Pour prendre du sang dans les cavités du cœur, cau- 
tériser de même la surface et enfoncer directement Ja 
pipette à travers la paroi peu résistante ; on n'a besoin 
de faire alors une incision préliminaire que lorsqu'on 
veut se servir d'un fil de platine fin et flexible. 

2. Substances solides, —a). On coupe en deux l'organe 
avec des ciseaux flambés ou même rougis, et, perpendicu- 
lairement à la surface ainsi purifiée, on enfonce dans le 
parenchyme un fil de platine stérilisé, un peu fort. 

6). On peut déchirer le viscère avec les doigts, ou une 
pince stérilisés, produisant ainsi une surface qu'aucun 
instrumentn'a pu toucher. Avant de faire cette manœuvre, 
Loeffler conseille de prendre le fragment détaché du reste 
de l'organe et de l'agiter pendant une minute ou deux 
dans une solution de sublimé à i pour 1000. 

c). On peut aussi se servir de ciseaux courbes flambés, 
mais pas trop chauds, pour détacher de petits fragments, 
qu'on place immédiatement sur ou dans un milieu de 
culture ; il est bon, auparavant, de presser ces fragments 
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entre deux lames de verre stérilisées. C'est lé procédé 
que recommande Koch pour ensemencer la tuberculose. 

Nous prendrons comme type de manipulation la prise 
du sang dans le cœur d'une souris blanche, puisque c'est 
sur cet animal qu'on fait les inoculations élémentaires : 

Après avoir examiné avec soin l'état des téguments^ en 
particulier du point où a été faite l'inoculation, on étend 
le corps sur une plaque de liège où on le fixe par de 
fortes épingles enfoncées dans chaque patte, après avoir 
eu soin de recouvrir la plaque d'un papier paraffiné et de 
plusieurs doubles de papier buvard, pour absorber les 
liquides sanguins et autres ; une cinquième épingle fixe 
la tête. On dissèque la peau sur toute la surface ventrale 
et on l'enlève en examinant, chemin faisant, les ganglions 
axillaires et inguinaux, et prélevant du sang dans les 
vaisseaux de l'aisselle, pour l'examiner au microscope. 
Saisissant Tappendice xiphoïde avec une pince. stérilisée, 
on le tire fortement en haut, on enfonce la pointe dé 
ciseaux bien flambés sous les côtes et on enlève une por- 
tion de la paroi thoracique suffisante pour découvrir le- 
péricarde. De cette façon, on n'a pas touché aux intestins, 
évitant ainsi cette cause puissante d'infection pour les 
instruments. Avec deux paires de fines pinces flambées, 
on déchire le péricarde et on fait, avec une pointe; une 
légère incision à la paroi antérieure du cœur mis à nu ; 
le plus souvent, il sourd une petite quantité de sang suf- 
fisante pour imprégner le fil de platine ; sinon, on intro- 
duit ce dernier dans l'incision faite et on ensemence les 
tubes. On termine alors la dissection comme de coutume, 
en prenant les soins les plus minutieux pour ne pas abî-. 
mer ou contaminer les organes avant d*être bien sûr 
qu'ils ne présentent pas de lésions dont la culture .pour- 
rait offrir un intérêt. Ces opérations terminées, on enve- 
loppe le cadavre dans le papier placé dessous et on le 
fait brûler* 

Les procédés de dissection varieront naturellement 
avec l'organe qui présentera dans l'espèce un intérêt 
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capital, et, règle générale, il faut aller directement au 
point du corps dont la culture est la plus importante. Si, 
par exemple, on tient surtout h faire une culture avec 
la pulpe splénique, on placera la souris sur le côté droit, 
de façon à tomber immédiatement sur la rate sans avoir 
à écarter les autres viscères. 

Ces différentes indications servent dlntroduction natu- 
relle aux procédés destinés à recueillir des matériaux de 
culture sut le corps humain, mort ou vivant; il va sans 
dire qull y a de nombreuses modifications à apporter 
'dans ce dernier cas, que la cautérisation des surfaces avec 
la baguette de verre rougie sera remplacée par le savon- 
nage et les désinfectants, que la seringue de Pravaz 
stérilisée sera substituée à la pipette de Pasteur, etc.. 

On devra se munir des objets suivants pour recueillir 
au lit du malade pu sur la table d'opération les produits 
pathologiques à Tétat de pureté, destinés à être ensuite 
ensemencés et examinés au laboratoire : les antisep- 
tiques usuels (acide phénique et sublimé): de Touate 
hydrophile stérilisée et du papier-filtre; des ciseaux, 
bistouris et pinces, enveloppés dans du papier et stéri- 
lisés à + 150*; une seringue de Pravaz ou de Straus, sté- 
rilisée également; une lampe à alcool; un fil de platine; 
des tubes capillaires; des pipettes Pasteur et d'autres 
avec un étranglement capillaire (Fig. 53, a) ; de petits 
tubes à essai, contenant différents milieux [de culture, 
quelques-uns avec une grande épaisseur de gélatine 
pour les cultures d'anaérobies; des lames et des 
lamelles, etc. 

La récolte de milieux de culture primitivement stériles 
aurait dû être décrite dans le chapitre III; mais elle 
trouve sa place ici, parce que les précautions à observer 
sont sensiblement les mêmes que celles indiquées pour 
recueillir des matériaux de culture pure sur le cadavre ; 
les instruments seuls diffèrent. On se sert le plus sou- 
vent, pour recueillir les liquides stériles (sang, urine, 
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lait, etc.), d'un récipient assez grand, dont on répartit 
ensuite le contenu dans des vases à culture plus petits ; 
parfois, on remplit ceux-ci du premier coup. 

Dans le premier cas, on prend un ballon Pasteur à 
effilure latérale (Fig. 67); comme on le voit, c'est, en 

réalité, une pipette Pasteur avec un réservoir d'une forme 
spéciale. L'efîilure à fermée à la lampe et le tube a 
bouché à l'ouate, on stérilise à + ISO**; au moment de 
s'en servir^ on brise là pointe et on passe l'effilure 

à la flamme ; 
cette pointe est 
introduite avec 
les précautions 
d'usage dans la 
cavité contenant 
le liquide et on 
aspire en a; après 
que le ballon est 
rempli, on re- 
freme a à la 

Fig. 67. — Bîi lion Pasteur à efûlure latérale. lampe. 

Aussitôt que possible, on répartit le liquide stérile 
dans les petits récipients, en soufflant en a après avoir 
encore brisé la pointe ; les tubes à essai et les flacons 
sont gardée à l'épreuve pendant plusieurs jours à + 30« 
ou +40^ 

On peut ainsi recueillir de grandes quantités d'urine 
stérile dans les abattoirs, en introduisant la pointe du 
ballon à travers la paroi vésicale d'un animal qu'on 
vient de tuer. 

Il peut être parfois nécessaire de recueillir le liquide 
du premier coup dans les petits récipients où se fera la 
culture ; le sang, par exemple, d'un animal fraîchement 
tué, se coagulerait dans le premier ballon avant de pou- 
voir être réparti dans les autres. On prend alors des 
pipettes Pasteur, en remplaçant le simple tampon 
d'ouate par un bouchon tubulaire en caoutchouc (Fig. 68); 
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cela permet de déboucher et de reboucher le tube avec 
beaucoup moins de chances d'introduire des impuretés 
lors de Tensemencement. On brise la pointe, on la 
flambe et on l'introduit dans le cœur d un animal fraî- 
chement tué; la pipette une fois remplie par as- 
piration on referme à la lampe et on laisse en 
observation ; si rien ne cultive, on ensemence 
directement dans le tube. On agit de même 
pour recueillir le blanc d'œuf (Voy. p. 44). 

La récolte des liquides stériles sur Thomme 
et les animaux vivants présente plus de diffi- 
culté, mais on y arrive encore assez aisément. 

Pour le sang recueilli par saignée, voy. page 
39. 

Le lait se trait directement dans les tubes 
à essai stérilisés, après avoir soigneusement 
désinfecté la mamelle et le pis delà vache; mais 
il faut s'attendre à avoir un certain nombre de 
tubes impurs. 

Vurine s'obtient par miction ou par un cathé- 
ter stérilisé, après avoir fait la désinfection de 
l'urèlhre plusieurs fois. 

De temps à|]autre, on peut avoir occasion de 
recueillir des liquides stériles en grande abon- 
dance sur des malades, tels, par exemple que le 
liquide ascitique; on se sert alors d'un trocard 
relié par un tuyau de caoutchouc avec un flacon 
à double tubulure, dont l'une est bouchée à 
l'ouate, l'autre avec un bouchon de caoutchouc 
muni d'un tube de verre en connexion avec le tuyau; 
toutes les parties de cet appareil ont été préalablement 
stérilisées suivant les règles connues. 

Pour préparer des infusions primitivement stériles, on 
n'a qu'à s'inspirer des précautions que nous venons d'in- 
diquer dans les pages précédentes ; pour l'infusion de 
viande, couper un morceau de muscle sur un animal 
fraîchement tué, avec toutes précautions d'instruments 



Fig. C8. 

Pipette de 
Pasteur 
avec bou- 
chon tu- 
bulaire. 
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connues, et le plonger dans de Teau stérilisée ; pour les 
infusions végétales, rien de plus facile avec les racines 
charnues et les tubercules : laver la surface avec du 
sublimé et couper des morceaux prismatiques dans la 
profondeur avec un couteau chauffé au rouge, etc. 

Il faut toujours compter qu'un certain nombre de 
liquides ou d'infusions, préparés ainsi que nous venons de 
le dire, renfermeront des impuretés survenues au cours 
de la manipulation : aussi ne doit-on jamais lès ense- 
mencer avant de les avoir tenus en observation pendant 
plusieurs jours à Tétuve à + 35** et avoir constaté qu'ils 
sont restés parfaitement limpides. 



CHAPITRE XII 

Désinfection expérimentale. 



Lorsqu'on désire savoir si une substance désinfectante 
est capable de détruire un virus donné, le procédé le 
plus naturel est d'exposer ài Faction de ce désinfectant 
le germe spécial, s'il est connu, ou, s'il ne Test pas, les 
produits qui le renferment, après quoi on inocule à un 
animal approprié. 

Mais cette manière de faire, présente en pratique de 
nombreuses difficultés ; il arrive souvent que le virus en 
question n'est pas pathogène pour les animaux dont on 
se sert dans les laboratoires, ou bien que [les inocula- 
tions, si elles sont possibles, présentent une complexité 
qui empêche de les pratiquer sur une large échelle. 
Aussi, dès longtemps avant qu'on ait pu isoler en cul- 
tures les bactéries pathogènes, s'est-on servi des micro- 
bes de la putréfaction et autres micro-organismes, pour 
étudier, paf analogie, l'action microbicide des antisep- 
tiques. 

C'est en connaissance de cause, aujourd'hui, qu'on 
peut étudier sur des bactéries non pathogènes le pou- 
voir désinfectant relatif de diverses. substances, car on 
sait que la plupart des virus sont constitués par des mi- 
crobes, et une connaissance plus approfondie de la bio- 
logie microbienne a permis de redresser de nombreuses 
erreurs commises parles premiers expérimentateurs. 

On sait bien, par exemple, qu'un organisme mobile ne 
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doit pas être considéré comme mort, parce qu'il a perdu 
tout mouvement; on connaît les différences qui existent 
entre les pouvoirs de résistance des diverses espèces, la 
vitalité surprenante des spores; enfin, on sait aussi que 
les faits observés dans un mélange fortuit de micro- 
organismes ne peuvent en aucune façon être à priori 
applicables aux bactéries en général et, par suite à tous 
les virus (1). 

Nous suivrons dans notre exposé à peu près exacte- 
ment Jes instructions que Koch a données pour expéri- 
menter le pouvoir microbicide des substances, car il a 
récemment établi de la façon la plus claire' les données 
du problème et les moyens les plus sûrs de le résoudre. 
C'est aux recherches de Koch, Gafïky et Loffler qu'est 
due la révolution complète survenue dans les méthodes 
de désinfection. 

Voici quelles sont brièvement les règles à observer 
pour essayer la valeur germinicide d'Un désinfectant : 

lo Prendre pour réactifs des cultures pures de micro- 
bes bien connus, et non des mélanges complexes de ph> 
sieurs espèces indéterminées. 

2® Pour établir exactement le degré d'énergie de l'an- 
tiseptique, étudier son action sur les différentes espèces 
microbiennes jouant un rôle actif dans les processus 
morbides et les fermentations (champignons, levures, 
bactéries). 

(1] Le bacille de la fièvre typhoïde est très résistant à TacUon 
de l'acide phéuique, circoustaace qui, d'après Chantemesse et 
Widal, rend facile sa recherche dans un mélange de plusieurs 
espèces de microbes, puisqu'il peut seul se développer dans la 
gélatine nutritive contenant 0,2 0/0 d'acide phénique. 

D'autre part, il y a des substances qui sont toxiques pour une 
seule espèce microbienne, restant sans action sur les autres, 
telles que Viodo forme, à l'action antiseptique duquel on avait une 
foi aveugle avant les recherches de Kovsing et Heyn ; tandis que 
cette substance est indififérente pour la plupart des bactéries, 
telles que le micrococcus pyogenes aureus, le bacille de la tuber- 
culose (Rovsing) et nombre d'autres formes pathogènes, elle est 
extraordinairement destructive pour le l)acille cholérique 
(Buckner). 
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3" Expérimenter sur les microbes cjui ne forment pas 
de spores, aussi bien que sur les bacilles les plus résis- 
tants (comme le bacille du foin par exemple, chap. IV). 
Mais, quand on veut seulement savoir si une substance 
donnée est capable de détruire tout organisme vivant, 
on peut se contenter d'essayer son action sur des spores, 
puisqu'ils représentent ce qu'on connaît jusqu'ici de plus 
résistant. 

4** Choisir de préférence des espèces microbiennes 
facilement reconnçiissables aux caractères macroscopi- 
ques des cultures, c'est-à-dire les microbes chromogène?, 
tels que Vaspergillus niger, la levure rose, le micro- 
coccus prodigiosus, dont la culture est rouge-sang, 
etc. 

5<» L'action positive de la substance antiseptique se 
reconnaît à l'arrêt du développement delà culture après 
qu'elle a été mise en contact avec elle. 

Suivant la nature de l'antiseptique et les circonstances 
de l'expérimentation, la manière d'employer les cultures- 
réactifs peut différer. 

A, On peut ne leur faire subir aucune préparation 
spéciale; on prend, par exemple, un tnbe ou un flacon 
renfermant une culture pure; on l'expose à une haute 
température, puis ensuite on fait avec le contenu du tube 
des ensemencements sur la gélatine ; ou encore on met 
une goutte d'une culture pure dans un liquide antisepti- 
que, puis on ensemence avec ce mélange dans une 
grande quantité d'un milieu nutritif. 

B, Mais il est généralement plus avantageux de se 
servir de cultures desséchées sur des substances solides, 
ce qui permet de les conserver intactes et de les trans- 
porter facilement. On les emploie ensuite suivant un des 
procédés que nous allons décrire. 

a) Étant donnée une culture pure sur pomme de terre, 
on coupe, avec un couteau stérilisé à la flamme, une 
tranche de la pomme aussi mince que possible, suppor- 
tant la culture, et on la laisse sécher dans un crislalli- 
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soir qu'on enveloppe de papier-filtre, au Heu de le recou- 
vrir d'une cloche de verre; on empêche ainsi la péné- 
tration de la poussière sans empêcher l'évaporation, et 
la dessiccation est complète en deux jours. On met alors 
les cultures desséchées dans des tubes stérilisés, bou- 
chés à Touate, jusqu'au moment de les utiliser. 

b) On frotte sur des cultures sur pomme de terre de 
petits morceaux de papier-filtre stérilisé à + 160<» ; lors- 
qu'ils sont bien imbibés, on les fait sécher avec les pré- 
cautions que nous venons d'indiquer, et une fois secs, on 
les coupe en bandes étroites, que Ton conserve dans des 
tubes. Lorsqu'on emploie des cultures liquides, on peut 
y tremper du papier-filtre; mais il est préférable d'em- 
ployer le moyen suivant : 

c) On prend un fil de soie blanche que l'on coupe en 
morceaux de"8 à 10 millimètres de long, et on stérilise à 
+ 150° dans des tubes bien bouchés à l'ouate. On peut 
ensuite frotter ces fils sur des cultures solides, mais on 
les emploie de préférence pour les cultures liquides; 
après les y avoir plongés et agités pendant un certain 
temps, on les fait sécher comme plus haut, en ayant 
soin de séparer les fils les uns des autres dans le cris- 
tallisoir, pour éviter qu'ils n'adhèrent ensemble. 

Ces expériences sont faites très fréquemment avec des spores 
de bacillus anthracis ou de baciilus suhtilis. 

à) B. anthracis : pour s'assurer une abondante formation de ces 
spores, on ensemence le bacille sur Tagar et on conserve les 
cultures dans Tétuve de + 30o à + 37* pendant une semaine ou 
plus. Quand on s'aperçoit à Texamen microscopique qu*i(y a un 
grand développement de spores et que les filaments commencent 
à disparaître, on verse dans le tubB 1 à 2 centimètres cubes 
d'eau stérilisée et on -secoue violemment. On Jette alors des mor- 
ceaux de soie stérilisée dans le liquide trouble et on les prépare 
comme il a été dit. 

6) B, suhtilis : On ensemence le bacille du foin dans des flacons 
coniques renfermant une couche de bouillon de' 2 centimètres 
et on met à l'étuve de +30" à +370; au bout d'un jour ou deux il 
s'est formé à la surface du liquide troublé une membraHe solide, 
rempUe de spores; après quelque temps, la culture est épuisée, 
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le liquide est redevenu clair, et les spores forment dans le fond 
une sorte de pondre blanche ; on verse les trois quarts du liquide, 
on agité le reste et on y trempe les ûls de soie. 

Quand on veut expérimenter sur des spores encore plus 
résistantes que ces deux espèces, on peut en trouver dans la terre 
de jardin, etc. 

D. Pour les spores de moisissures, on les ensemence 
sur du moût de bière contenu dans une paire de petits 
cristallisoirs(Fig. 13). Lorsque la culture s'est étendue en 
lame sur toute la surface, on Tenlève d'une seule pièce, 
on la dépose sur du papier-filtre qu'on enroule, et on fait 
sécher, pour couper ensuite en bandes. 

E, D'après Koch, la terre de jardin peut fournir un bon 
réactif bactériologique dans les expériences de désinfec- 
tion.. Il ne saurait être alors question d'employer des 
cultures pures, et c'est là l'inconvénient du procédé, 
cette terre contenant des bacilles différents, suivant les 
endroits où on la recueille ; d'autre part, c'est là une 
substance facile à se procurer et à préparer n'importe 
où ; dans les recherches comparatives, on devra em- 
ployer des parcelles d'un même fragment de terre dans 
toute une série d'expériences. On peut, du reste, avoir des 
cultures pures d'un bacille de la terre très résistant ; on 
jette dans du bouillon une assez grande quantité de 
terre en poussière, on agite, on fait bouillir dans un tube 
bouché à Touate, pendant quinze à trente minutes et on 
laisse pendant deux jours dans l'étuve à 30° ou 40" ; 
après quoi on fait des plaques de gélatine avec ce qui 
reste. 

Il faut se rappeler que toutes ces substances ainsi 
préparées pour servir de réactifs ne peuvent être con- 
servées indéfiniment en état d'utilisation; il faut donc 
toujours, avant de 8*en servir, s'assurer que les germes 
ont conservé leur vitalité, et, en tous cas, il est préfé- 
rable de se servir de matériaux fraîchement préparés. 

On remarquera aussi qu'il existe des différences 
notables entre lés différentes cultures de spores de la 



156 TECHNIQUE BACTÉRIOLOGIQUE 

même espèce ; par suite on devra, pour des expériences 
comparatives, employer des spores de même prove- 
nance, ou, tout au moins s'assurer, par des expé- 
riences préalables, de la résistance identique des difté- 
rents échantillons dont on fera usage. 

La méthode générale d'expérimentation est la sui- 
vante : 

1° Exposer les microbes à l'action de la substance 
antiseptique ; 

2° Supprimer ensuite cette substance; 

3° Ensemencer la culture ainsi traitée dans un milieu 
approprié, ou l'inoculer à un animal ; 

4" Ensemencer et inoculer en même temps les mêmes 
cultures non soumises à. l'antiseptique, comme témoins. 

5^* Observer les résultats des ensemencements et des 
inoculations, non seulement pour savoir s'ils sont positifs 
ou négatifs, mais encore au point de vue de la rapidité 
du développement dû la culture, de sa virulence, etc. 

Une fois qu'on a démontré qu'une substance donnée 
détruit rapidement et sûrement une espèce de bactérie 
pathogène, il ne s'en suit pas que cette substance soit 
pratiquement applicable à la destruction de cet agent 
contagieux ; avant de recommander l'eipploi d'un anti- 
septique, il est absolument nécessaire de prouver que 
non seulement il tue les germes déposés sur les fils de 
soie, les morceaux de papier, les tranches de pomme 
de terre, mais encore qu'il peut les attaquer dans les 
conditions où ils se trouvent dans la nature, dans les 
vêtements, les excréments, les crachats, etc. L'action 
effective des agents désinfectants les plus puissants peut 
être dans ces cas neutralisée par des modifications chi- 
miques ou l'imperméabilité des substances qui con- 
tiennent ces germes; c'est, par exemple, ce qui empêche 
d'employer utilement la solution de sublimé pour 
désinfecter les crachats tuberculeux (1). 

(1) D'autre part, certains germes peuvent se reaoonlrer dans la 
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Les moyens de mener à bien ces sortes de recherches 
sont indiqués dans ce que nous venons de dire. Tantôt, 
les excréments, les crachats ou les linges sont direc- 
tement soumis à l'action du désinfectant et employés 
après pour des inoculations (par exemple, on inocule des 
cobayes avec des crachats tuberculeux qui ont été préa- 
lablement traités par Tacide phénique ou le sublimé) ; 
tantôt, les micro-organismes mentionnés plus haut ser- 
vent de réactifs ; on les mélange avec les excréments ou 
les crachats, ou bien on les place dans les poches ou 
sous les paquets de vêtements, on soumet le tout à 
Faction de l'antiseptique et on essaie après s'il reste à 
ces microbes une vitalité suffisante pour se développer. 

En fin de compte, il y a dans ces essais beaucoup de 
questions qui se posent, d'ordre clinique ou technique, 
et qui sortent du cadre de cet ouvrage: ce sont, par 
exemple, la nocuité de la substance antiseptique pour 
l'homme, son action destructive sur les objets, son odeur 
désagréable, son prix élevé, etc. ; ces différents points 
doivent être élucidés avant qu'on ait Je droit d'exprimer 
une opinion sur l'utilité pratique de telle ou telle subs- 
tance. 

Les règles que nous donnons ici doivent toujours être 
présentes à l'esprit dans toute étude expérimentale sur 
les désinfectants, qu'on recherche le pouvoir germini- 
cide de la chaleur, de la lumière solaire (Duclaux), de 
l'électricité, des liquides ou des gaz; mais les procédés 
varieront évidemment dans leurs détails suivant chaque 
cas particulier. 

Comme exemples, nous décrirons ici quelles sontjes 
meilleures méthodes pour apprécier le pouvoir anti- 
septique d'un liquide et pour éprouver une étuve à 
désinfection. 

nature dans des conditions plus favorables à leur destruction par un 
antiseptique que ne le sont les cultures pures de ces mêmes 
germes. 
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I. ESSAI d'un antiseptique LIQUIDE. 

i4. Au moyen de cultures liquides, — On met dans un 
certain nombre de tubes stérilisés des quantités égales 
de solution d'un antiseptique à différents degrés de con- 
centration ; on ajoute à chaque tube un nombre identi- 
quement le même de gouttes d'une culture liquide bien 
déterminée et préalablement secouée, de façon à dissé- 
miner également les germes qui y sont contenus ; on 
agite ensuite de même les tubes contenant le mélange. 
On inscrit l'heure exacte de l'opération et on ensemence 
le même nombre de gouttes de la même culture dans 
des tubes témoins contenant du bouillon stérilisé. 

On a préparé à l'avance un grand nombre de tubes 
avec de la gélatine nutritive et on les maintient à + 25** 
à + 30°, pour conserver le contenu liquide. De chacune 
des solutions antiseptiques additionnées de cultures, 
aussi bien que des tubes témoins, on prend une goutte 
qu'on dépose dans les tubes de gélatine; on a soin, 
pour ce temps de l'opération, de se servir de la même 
anse de platine pour prélever autant que possible une 
égale quantité de substance. Cette manœuvré est faite 
à intervalles variés pour chacun des degrés de concen- 
tration du liquide primitif, et on note sur les tubes de 
gélatine le temps pendant lequel on a laissé agir la subs- 
tance antiseptique aussi bien que son degré de con- 
centration. 

L'apparition ou l'absence d'une culture dans les tubes 
à isolement, de même que la vigueur de son développe- 
ment, s'il se produit, constituent des données précises 
pour déterminer le temps nécessaire pour que l'antisep- 
tique à un certain degré de concentration, puisse tuer 
une espèce donnée de microbe. 

Le point faible de celte méthode est qu'on transporte 
toujours une certaine quantité d'antiseptique dans la 
goutte qu'on ensemence sur la gélatine ; on peut éviter 
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cet inconvénient en transformant l'antiseptique en une 
combinaison chimique non toxique. 

Si cela est iiapraticable, il faut faire rensemencement* 
dans une très grande quantité de milieu nutritif, afin 
que Fantiseptique soit ainsi dilué jusqu'à inactivité; en 
tout cas, il faut constater, par des expériences de con- 
trôle, que la petite quantité d'antiseptique resté adhérent 
à la semence ne suffit pas à empêcher le développement 
des microbes. Il va sans dire qu'il faut choisir le milieu 
nutritif et la température. les plus favorables à la culture 
du microbe employé. 

B, Au moyen de cultures desséchées sur la soie, le 
papier y etc. — Le procédé opératoire est inspiré des 
mêmes principes que dans le cas précédent : on remplit 
des tubes stérilisés avec des solutions d'un antiseptique 
à différents degrés de concentration, et on y jette des 
morceaux de fils de soie imprégnés de cultures dessé- 
chées. On les en retire, au moyen d'un fil de platiné, à 
des intervalles déterminés, on les presse entre deux 
feuilles de papier-filtre stérilisé, on les passe à l'eau ou 
dans tout autre dissolvant convenable et on les sèche de 
nouveau dans le papier-filtre ; après quoi, on les met 
dans un tube à gélatine. Pour le papier-filtre, on le 
coupe en morceaux de 5 centimètres carrés, qu'on plie 
en deux, par paquets, enveloppés eux-mêmes dans, du 
papier et stérilisés à -j- iSO** (1). (Les fils de soie' destinés 
aux tubes-témoins sont trempés dans le bouillon stérilisé 
ou dans une solution de chlorure de sodium à 0,7 p. 100 
puis lavés .et séchés comme ceux qui ont été mis dans 
les solutions antiseptiques.) 

Une fois les fils jetés dans la gélatine liquide, on fait 
solidifier cette dernière soit en cultures enroulées 
d'Esmarch, soit . en surfaces obliques {Voy. chap. ÏII). 

(1) Si Ton peut supprimer le désinfectant par voie chimique 
(voy. supra), cela est préférable. 
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II. — Essai d'i'ne étuvea désinfection. 
Pour cette opération, il faut avoir: 
a. Des objets de toute espèce et k la désinfection des- 
quels l'éluve est ordinairement destinée {objets de literie 
et d'habillement). 

b. Des thermomètres. On peut se con- 
tenter d'avoir des thermomètres à ma- 
xima, entourés d'un cadre de métal ou 
de bois pour les protéger, lesquels ca- 
dres doivent être percés de nombreux 
trous pour permettre l'accès libre de la 
chaleur. 

Mais, si l'on veut être averti rapide- 
ment et sûrement du moment où la tem- ■ 
pérature atteint un degré précis (soit 
-f- lOO" par exemple) dans l'intérieur de 
l'étuve, il faut se servir d'un thermomè- 
, tre à contact électrique (Fig. 69); cela 
consiste en un thermomètre dans les 
parois duquel sont insérés deux fils de 
platine, l'nn (p') pénétrant dans la cu- 
vette h. merure, l'autre (p) n'arrivant au 
contact de la colonne mercurielle que 
V KO — 11 lorsque celle-ci atteint le degré d'ébul- 

mom'eire'éLeciriqae. lïtiou de l'eau OU tout autre degré indi- 
qué d'avance. Au moyen de vis (s et b'), 
le thermomètre est en rapport avec des fils qui vont au 
dehors de l'étuve se réunir à un circuit électrique dont 
la fermeture fait sonner un timbre. 

c. Des cultures de microbes témoins. Ceux qui sont le 
plus souvent employés sont ceux qui ont des spores très 
résistantes : B. anikraris, B. suhlilis, Tyrothrix scaber 
(Duclaux), et certains bacilles de la terre. Ces cultures 
sont préparées comme nous l'avons indiqué pagelS4; on 
en fait de petits paquets entourés de papier-filtre stérilisé 
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à + 150* et auxquels on fixe autant que possible, un 
thermomètre. 

d. Cela fait, on dispose Téluve comme pour une désin- 
fection ordinaire. 

e. Les thermomètres et les paquets contenant les 
microbes témoins sont disséminés dans Tétuve non seu- 




Fig. 70. — Schéma d'une *étuve à désinrection, avec indication des résultats 

eore^strés. 



le ment à la surface des objets, mais dans les replis pro- 
fonds des étoffes, là où les microbes se logent plus 
volontiers et où la chaleur pénètre plus difficilement. 
On découdra, par exemple, un coin des matelas et des 
oreillers pour introduire les objets témoins au milieu de 
la laine, le crin ou la plume ; on enroulera autour d'eux 
plusieurs couvertures, etc. Il est évident que, si ces 
microbes sont détruits dans ces conditions, à plus forte 
raison la désinfection des objets moins profondément 
serrés, ainsi qu on les met habituellement dans Fétuve, 

6 
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sera-t-elle assurée. Des thermomètres seront disséminés 
dans différents points de la boîte. 

f. Une fois les objets ainsi disposés, il est bon de faire 
une sorte de diagramme (Fig. 70) du contenu de 
l'étuve, de façon à y noter ensuite les températures 
atteintes et les résultats obtenus sur les microbes ; cela 
donne une excellente vue d'ensemble des résultats de 
répreuve. 

p'. A la fin de l'opération, on notera très exactement 
le temps qu'elle a duré, la quantité de combustible 
employé, l'état de sécheresse des objets, s'ils sont ou 
non devenus friables, etc. 

A. Les paquets contenant les cultures seront enve- 
loppés de papier et emportés au laboratoire, où l'on 
s'en servira pour ensemencer des tubes ou des cristalli- 
soirs (Voy. p. 159). Si l'on a employé comme témoin 
la terre de jardin, il vaut mieux ne pas la verser dans 
des cristallisoirs, car elle tombe souvent de l'un dans 
l'autre, mais la distribuer dans des tubes de gélatine à. 
surface oblique. 

Dans les séries d'essais considérables, il est préférable 
de mettre ces tubes de culture dans une étuve à + 20o ; 
mais, dans les expériences isolées, on peut très bien les 
conserver à la température de la chambre. Ces cultures 
seront observées pendant une semaine, sauf dans le cas 
où on a expérimenté avecla terre, celle-ci renfermant des 
microbes très résistants à développement tardif. On. 
notera non seulement si les résultats sont positifs ou né~ 
gatifs, mais aussi le développement retardé des cultures 
et le nombre des colonies qui ont apparu. 

i. Enfin, toutes ces observations faites, on en inscrira, 
les résultats sur le diagramme représentant les objets 
contenus dans l'étuve. Dans la figure 70, + indique une 
culture positive, une absence de développement, et les 
différentes espèces de microbes sont indiquées par la. 
position relative des signes toujours disposés dans le 
même ordre : terre, bacillus subiilis, bacilius anthracis^ 
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Ainsi, dans le matelas placé à la partie supérieure de la 
îfigure, la température a 'été de -f 102* et les trois 
espèces de microbes ont été tuées,tandis que le bacille de 
la terre a survécu à la désinfection dans la couverture 
roulée qui est au-dessous, et où la température s'est 
élevée de + 103» à + 104», etc. 



Comme nous Tavons déjà indiqué plus haut, on doit 
bien se garder de confondre la propriété qu'un antisep- 
tique peut avoir d'empêcher le développement des 
microbes avec son pouvoir microbicide; de ce qu'une 
isubstance ajoutée dans une certaine proportion à un 
liquide qui commence à se putréfier en arrête la décom- 
position, il ne s'en suit aucunement qu'elle doive avoir 
tué les bactéries contenues dans ce liquide. Le dévelop- 
pement et la reproduction des germes ont pu être 
•empêchés, mais il se peut très bien que ceux-ci, trans- 
portés dans un milieu nouveau et propice, donnent des 
cultures très vivaces ; il n'est pas inutile d'insister sur 
ce fait bien évident, car il est souvent oublié; de là, des 
erreurs sans cesse renouvelées. 

Si l'on veut savoir à quel degré de concentration une 
substance antiseptique donnée commence à entraver le 
•développement de différents micro-organismes et à quel 
.autre degré elle rend ce développement absolument im- 
possible, on devra employer la méthode suivante: 

On prend un certain nombre de tubes contenant de la 
gélatine ou autres milieux nutritifs appropriés à Tespèce 
microbienne choisie pour l'expérience. 

Gomme milieux de culture, il vaudrait mieux employer 
«n même temps des gélatines et des milieux liquides : 
•dans les gélatines, les altérations macroscopiques des cul- 
tures sont plus accusées; dans les liquides, on a plus de 
•chances de voir se produire les modifications morpho- 
logiques provoquées par les antiseptiques. 
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Quelques-uns de ces tubes sont conservés intacts pour 
les cultures témoins, les autres sont additionnés de pro- 
portions variées de la substance antiseptique; pour cela, 
on a soin que chaque tube renferme une quantité iden- 
tique de milieu de 
culture et l'on 
ajoute k chacun 
d'eux une quantité 
déterminée et dif- 
férente d'une so- 
lution concentrée 
et titrée de la sub- 
stance au moyen 
d'une pipette gra- 
duée ; cela permet 
de calculer très fa- 
cileinent le pour- 
centage de l'anti- 
septique contenu 
dans chaque tube. 
On ensemence 
dans ces tubes ainsi 
préparés les espè- 
ces de bactéries 
choisies pour l'ex- 
périence, en ayant 
soin de se servir de 

fl,.=,,_T„i.,.b»J...I,„.,.,.„„.,..- l' ,■"«">'' «"!'""' 
tbncit lu leptièmejgur del'ensemencenieat dans OC la même pipette 

îïbC'pbr^^'ir \"lï^«r ttXX:V. «" du même fll de 
sur iM luira. platine, et d'intro- 

duire . la même 
quantité dans chacun des tubes; puis on observe chaque 
jour ce qui se passe, notant exactement le degré de dilu- 
tion à la limite duquel le développement de la culture ne 
se fait pas du tout et celui où le développement com- 
mence à être nettement entravé. Ce dernier point se re- 



i 
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connaît à deux signes : 1® le rétard, de la culture; 2^ les 
modifications produites dans Taspect macroscopique des 
colonies. 

La figure 71 est un exemple de ce fait; elle repré- 
sente trois lubès contenant de la gélatine-peptone addi- 
tionnée de 0.05 p. 100 d'acide phénique pour le premier 
tube, 0,4 p. 100 pour le second et 0,7 p. 100 pour le troi- 
sième. Le même bacille a été ensemencé dans les trois 
tubes, et, huit jours après, ils ont offert l'aspect dessiné 
ici ; dans le premier tube, l'aspect de la culture est le 
même que djans les tubes témoins : une large couche de 
bacille flotlant dans une quantité de gélatine liquéfiée 
à la surface, et au-dessous, le lojig de la piqûre, dans 
la gélatine solide, un grand nombre de colonies punctî- 
formes, et de quelques-unes, les plus supérieures, de 
fines stries irr-adiant dans toutes les directions. Dans le 
second tube, la couche de bacilles à la surface n'a pas 
atteint'les parois du verre, la liquéfaction s'est limitée 
à une petite dépression hémisphérique, et au-dessous, 
aucune trace de filaments irradiant de la ligne d'inocu- 
lation,, dont les colonies sont loin de s'enfoncer autant 
que dans le précédent. Le troisième tube ne laisse voir 
aucune liquéfacation, et seulement une courte, ligne de 
colonies dans la profondeur. 

On observe les mêmes apparences dans les cultures 
de septicémie des souris de Koch, suivant qu'il y a ou 
non de Tacide phénique dans la gélatine. 

Encore doit- on s'attendre à constater des modi- 
fications morphologiques qui se font dans l^aspect mi-^ 
croscopique des bacilles cultivés dans de telles conditions. 

On se rappellera également que l'on produit ainsi des 
modifications physiologiques, permanentes : atténuation 
de virulence (Toussaint, Roux et Ghamberland), perte 
de la faculté sporogène (Roux), perte de la faculté chro- 
mogène (Charrin et Roger). Ces résultats donnent un 
intérêt tout spécial aux expériences de cette nature. 






CHAPITRE Xin 

Examen microscopique et coloration des microbes. 



Nous avons déjà exposé un point de la question dans 
le chapitre IX (chambres humides) et dans ce que nous 
avons dit des cultures sur plaques (Je Koch, où Ton peut 
se rendre compte, avec des grossissements moyens, 
de certaines particularités d'aspect des colonies (suivant 
qu'elles sont d'une seule pièce, lobulées, frangées, unies, 
granuleuses, plissées, etc.); on peut même employer les 
lentilles à immersion pour examiner les colonies superfi- 
cielles, lorsqu'on a soin de les recouvrir d'une lamelle. 

Quand on désire étudier de plus près les micro-orga- 
nismes isolés, on touche la colonie avec un fil de platine 
passé à la flamme et on étale les particules qui y adhèrent 
sur une lamelle, sur laquelle on a déposé une goutte de 
solution stérilisée de sel marin à 0,7 p. 100. Si la culture 
examinée est liquide, on en prend une goutte qu'on met 
sans autre préparation, sur la lamelle; l'addition de la 
solution salée est cependant utile, tant pour isoler les 
germes que pour modifier les différences de réfraction 
du liquide. Si la préparation doit être examinée pendant 
longtemps, ou simplement si l'on doit employer l'immer- 

(1) Dans tout ce chapitre, l'auteur a désigné par des signes par- 
ticuliers les réactifs employés et les méthodes spéciales, de façon 
à ne pas être obligé d'eu énumérer chaque fois les éléments 
composants et les manipulations. Les réactifs sont désignés en 
chiffres arabes (Voy. p. 174) et les méthodes en chifiTres romains 
(Voy. p. 183). 
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sion, il vaut mieux fixer la lamelle sûr la lame avec de 
la paraffine. 

Les mouvements des bactéries vivantes ne tardent pas 
à disparaître dans une semblable préparation, en raison 
du manque d'oxygène ; on peut y remédier pour un cer- 
tain temps, en ménageant de nombreuses bulles d'air souç 
la lamelle, ou en y introduisant des filaments d'algues 
vertes (Engelmann),lesquelles ont la propriété de produire 
l'oxygène libre par assimilation. Les micro-organismes, 
poussés par leur soif d*oxygène, se groupent autour des 
bulles d'air ou des algues, et conservent leurs mouve- 
ments jusqu'à ce que l'approvisionnement du gaz soit 
épuisé. 

L'étude des mouvements des microbes peut être facilitée 
en colorant légèrement ces derniers, comme nous le dirons 
plus loin; ces mouvements peuvent être arrêtés par 
une pression marquée exercée sur la lamelle, et on voit 
après, çèi et là, les organismes redevenir mobiles, mais 
d'une façon d'abord très lente. 

Le meilleur procédé pour étudier ces mouvements est 
naturellement l'emploi d'une chambre humide : celle de 
Ranvier est préférable aux autres, en ce qu'elle supprime 
les inconvénients que présente la convexité de la goutte 
suspendue à la face inférieure de la lamelle (Voy. p. 126). 



11 est indispensable, pour l'étude microscopique des 
bactéries, de recourir à des méthodes colorantes basées 
spécialement sur l'emploi de certaines couleurs d'aniline; 
ces procédés, usités aujourd'hui, ont non seulement faci- 
lité l'observation et la démonstration des microbes dans 
les liquides, mais encore ont permis de découvrir les parti- 
cularités de structure qui échappent complètement lors- 
qu'on examine des organismes non colorés : par exem- 
ple, les flagella de certains microbes, la forme spéciale 
des extré mités du ôaciV/ws anthracis, eic, ; la coloration 
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dénote aussi entre les espèces des différences chiitiiques 
d'une énorme importance pour le diagnostic clinique, 
comme cela a lieu, par exemple, pour le bacille tuber- 
culeux; elle permet, enfin d^obtenir dé belles préparations 
permanentes de bactéries isolées, et surtout de décou- 
vrir les microbes dans l'intimité des tissus/leur distribu- 
tion dans les organes et leurs relations avec les cellules. 

C'est à Weigert, Koch et E^rlich qu'on est surtout re- 
devable des progrès réalisés dans la technique des colo- 
rations. 

Les couleurs dont on se sert dans les recherches micro- 
biennes appartiennent presque toutes à la grande classe 
des couleurs d'aniline, et spécialement au groupe appelé 
basique par Ehrlich. Cet auteur a, le premier, signalé ce 
fait que les couleurs d'aniline peuvent se diviser en deux 
groupes principaux : les couleurs acides^ dans lesquelles 
le principe colorant est un acide (exemple le picrate d'am- 
moniaque) ; les couleurs basiques^ consistant en une base 
colorante, combinée avec un acide non colorant (exemple: 
Tacétate de rosaniline). Le bleu de méthylène, la fuschine, 
le violet de gentiane, la vésuvine, etc. appartiennent à 
ce dernier groupe des couleurs basiques, dont les bisto- 
logistes se servent pour colorer les noyaux des cellules 
et qu'on a démontré être spécialement propres à colo- 
rer les bactéries, libres ou in situ; on peut en effet à l'aide 
de ces substances, colorer tous les microbes pathogènes-, 
connus jusqu'ici, dans les coupes, cela d'une façon éner- 
gique, durable et distincte des éléments ambiants des 
tissus qui les renferment (1). 

U n'est pas toujours possible, on le conçoit, d'arriver 
en même temps à obtenir tous les résultats désirables, 
particulièrement à la coloration pâle des éléments histo- 
îogiques en même temps qu'à la coloration intense des 
microbes qui s'y trouvent. C'est, en effet, par une-méthode 

(1) Éhrlîch appelle volontiers neutres les couleurs qui sont for- 
mées par Tunion d*une base et d'un acide capables touè deux 
d'exercer une action colorante (exemple, le picrate de rosaniline) 
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complexe ,dite de double coloration, que Baumgarten a 
réussi à faire voir sur une même préparation, les bacilles 
tuberculeux et Je processus de karyokinése qu'ils déter- 
minent dans les cellules (i). 

Pour assurer une coloration intense et permanente 
des microbes, on emploie Tun des trois procédés suivants: 

l"* Action prolongée du liquide coloraiit ; 

^ Action du liquide colorant chauffé^ soit par un 
séjour prolongé dans une étuve à + 40* ou + 50% soit en 
chauffant pendant quelques instants au-dessus d'une 
flamme (Koch, Lôffler) ; 

3° Action des mordants^ c'est-à-dire potasse, acide 
phénique, huile d'aniline ou. tannin, qui ont la propriété 
de se combiner à la fois à la matière colorante et à 
l'élément cellulaire, de façon à les unir l'un à l'autre. 

La possibilité de pouvoir colorer les microbes d'une 
façon différente des tissus ambiants est due en partie aux 
propriétés électives différentes des matières colorantes 
(Ehrlich), c'est-à-dire à la faculté qu'elles ont de colorer 
spécialement certains éléments, et en partie à la force 

(1) La méthode de BaumgarteD est la suivante : Aussitôt que lé 
lapin inoculé est tué, on coupe de petits morceaux d'organes 
tuoerculeux. cju'on jette aussi vite que possible dans une solution 
d'acide chromiôue à 0.2 p. 100, où. on les laisse durcir pendant 
quarante huit neures; ou lave alors à leau courante pendant 
vingt-quatre heures, et on met dans Valcool absolu pendant 
quarante-huit heures. Les coupes, aussi fines .que ïmsjdlje, sont 
mises dans une solution fraîchement préparée de viotet iii> 
méthyle (n* 8) pendant quarante-huit neures, lavées pendant 
30 secondes dans 1 partie d'acide nitrique, pour 5 parties 
d'eau, et la décoloration est achevée dans Talcooi à 60<> (n» 17) ; 
après quoi, on place les coupes dans un mélange à parties égales 
d^ine solution alcoolique concentrée de fuschine (n* 1) et a eau 
distillée, pendant une demi-heure à une heure, puis dans une 
solution aqueuse de bleu de méthylène (1 : 1000) pendant 5 à 10 
secondes, et finalement pendant 5 a 10 minutes dans l'alcool 
absolu, qu'où a soin de changer une ou deux fois. On monte 
dans le baume éclairci avec l'huile de bergamote et sans 
chloroforme. 

On peut remplacer la coloration compliquée des noyaux avec 
la fuschine et le bleu de méthylène, par une solution concentrée 
de vésuvine- dans 1 p. 100 d'acide acétique. 
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variable avec laquelle elles colorent les différents élé- 
ments de la préparation, c'est-à-dire la stabilité diffé- 
rente des combinaisons qu'elles forment avec eux (1). 

Le fait que certains éléments de la préparation con- 
servent les matières colorantes plus énergiquement que 
les autres, est utilisépour la recherche des microbes dans 
les coupes : la ligne de conduite est de colorer d'une 
façon intense toute la préparation, puis de décolorer 
certains éléments, en laissant les autres au premier 
degré de coloration ; on règle le point de décoloration 
avec la substance employée pour l'obtenir. 

Prenons, par exemple, une coupe de tissu contenant 
des microbes, et ayant séjourné dans une solution con- 
centrée de violet de méthyle ; si on lave la coupe daus 
l'eau, on verra au microscope, les bactéries, le proln- 
plasma et les noyaux des cellules, colorés également on 
violet foncé (coloration diffuse). Si on laisse cette même 
coupe dans de l'acide acétique dilué (n* 11), le proto- 
plasma se décolore, tandis que les bactériesetles noyaux 
restent violet, (coloration nucléaire). Si on lave dans 
une solution de carbonate de potasse (n» 15), les noyaux 
perdent leur coloration, les bactéries restent seules 
colorées (coloration isolée des bactéries). En employant 
des agents encore plus énergiques, des solutions à 2op.l00 
d'acide nitrique ou d'acide chlorhydrique, la plupart 

(1^ L'expérience suivante d'EhrIich et Schwarze montre d'une 
manière frappante les différents pouvoirs électifs des trois 
couleurs d'aniline acides, Yaurantia, Vinduline et Yéosine. On 
étale une goutte de sang sur une lamelle, on sèche et on chauffe 
à -f 120° ;si on soumet la lamelle à l'action isolée de ces colo- 
rants, on voit que chacun d'eux a la propriété de colorer égale- 
ment les globules rouges, les noyaux des globules blancs, et ces 
granulations spéciales qu'on trouve dans quelques globules 
blancs et qu'Ehrlich appelle a-granules. Or, si on traite la 
lamelle par une solution des trois couleurs ci-dessus indiquées 
dans la glycérine (ajouter un excès d'éosine et d'induline a un 
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des espèces bactériennes sont décolorées, très peu pou- 
vant résister à cette action (coloration des bacilles tuber- 
culeux) ; mais, fti Ton continue le traitement de la 
coupe par des sMutions fortes d'acides minéraux, et cela 
suffîsamment longtemps, les espèces les plus résistantes 
finissent par se décolorer. Il faut donc avoir bien présent 
à l'esprit que le temps pendant lequel on exposeles pré- 
parations à faction des décolorants a une importance 
considérable, puisque la résistance des éléments varie 
ordinairement de degré plus que d'espèce. 11 est très 
difficile d'établir là-dessus des données très précises, 
et c'est en cela qu'une expérience personnelle suffisante 
joue un rôle considérable. 

Pour différencier d'une façon plus nette les bactéries 
d'avec l6s éléments histologiques, et pour bien montrer 
la forme et la disposition de ces derniers, on a recours 
aux colorations multiples (double coloration le plus 
souvent) (1), soit en faisant agir un nouveau liquide 
colorant sur les parties décolorées de la préparation 
(colorations successives, n'* 17), soit en traitant la prépa- 
ration par un liquide qui décolore et recolore à la fois 
certains éléments (colorations substitutives) (2). 

1) On traite parfois la même préparation par deux couleurs 
dans un autre but, qui est de rendre la coloration plus résistante 
vis-à-vis des décolorants, en formant une nouvelle combinaison, 
comme dans la méthode du violet de gentiane et iode (Gram) et 
la méthode du bleu deméthyle etfuschine décrite page 183. 

(2) On peut aussi obtenir une double coloration avec uu« 
seule matière colorante : c'est ce qui arrive lorsqu'on traite 
par le bleu de méthylène une coupe renfermant à la fois des mi- 
crobes et des cellules de tissu conjonctif, à granulations spéciales 
décrites par Ehriich sous le nom de"Mastzellen"; les microbes sont 
colorés en bleu, et les granulations en violet. Ces granulations 
jleg Y — granules d'Ehrlich) méritent d'attirer Tattention pour une 
autre raison; de môme que les microbes et les noyaux, elles se 
colorent par les couelurs d'aniline basiques, et, comme elles 
ont à peu près le volume des micrOcoques, elles peuvent être 
prises pour ceux-ci, comme cela est arrivé à des observateurs 
inexpérimentés. Pour se familiariser avec les aspects comparés de 
ces Y—granulations et des microcoques, nous conseillons d'exami- 
ner le mésentère d'une souris morte de péritonite suppurative 
causée par une inoculation de staphylocoque pyogène ; on attire 
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Dans les doubles colorations, on a soin de choisir des 
couleurs qui contrastent vivement les unes avec les 
Butres, telles que la fuschine et le vert de méthyle ; la 
fuschine et le bleu de méthyle ; le violet de méthyle et 
la vésuvine ou Téosine, etc. 

Un très grand nombre de matières colorantes sont 
entrées peu à peu dans la pratique de la coloration des 
microbes ; mais nous n'indiquerons ici qu'un nombre 
restreint de méthodes; il vaut mieux, surtout pour des 
commençants, se contenter d'une ou deux des méthodes 
les plus importantes et les plus universellement 
employées, les pratiquer avec soin, et les posséder bien 
à fond avant d'aborder d'autres procédés. Il n'est 
cependant pas possible de se limiter exclusivement à 
n'employer qu'une seule matière colorante, car, d'une 
part, la manière de se comporter desdifférents microbes 
en présence des différentes colorations et des différentes 
méthodes employées, est une indication diagnostique, 
et, d'autre part, il n'existe pas une matière colorante qui 
colore également bien tous les microbes (i) . 

Le colorant pour ainsi dire universel est le bleu de 

au dehors le méseDtère qu'on applicrue sur une lamelle eu le 
laissant adhérent a Tintestin ; aaand la membrane est desséchée, 
on coupe tout' ce qui dépasse les hords de la lameUe, on traite 
<;elle-ci comme les préparations ordinaires sur lamelles (sécher, 
passer à travers la flamme, etc.) et on colore par le bleu de 
méthylène. Au microscope, on voit au milieu des cocci colorés 
en bleu, de petits amas ae granulations violettes de dimensions 
inégales, groupées irrégulièrement autour des noyaux incolores 
(car les noyaux de ces cellules, contrairement à ceux des autres 
cellules du tissu conjouctif, ne se colorent pas par les couleurs 
d'aniline basiques) . 

(1) Ainsi, le faible pouvoir colorant du bleu de méthylène pour 
le nacilie de la lèpre peut servir à distinguer ce dernier du 
bacille tuberculeux, auquel, sous les autres rapports, il ressemble 
étroitement (Voy. p. *192).L' emploi de la méthode deGram donne 
des résultats analogues : le gonocoque (de même que le bacille 
typhique, le spirille cholérique, les microbes du choléra des 
poules et de la septicémie des sou ris) se décolore lorsau'on le traite 
par là méthode de Gram, tandis que les autres micruoes pyogènes 
qui lui ressemblent beaucoup, restent colorés dans les mêmes 
conditions. 
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méthylène, substance préconisée par Ehrlich et qu'on 
peut considérer comme la plus essentielle ; en rem- 
ployant suivant le procédé indiqué plus loin (n« XIII), 
Kuhne à réussi à colorer in situ tous les microbes qu'il a 
recherchés : la lèpre et la septicémie des souris ont seules 
nécessité l'emploi de la fuschine. Aussi doit-on étudier 
soigneusement une «méthode univei*selle » du bleu de 
méthylène, ou celle de Kûhne, ou mieux peut-être celle 
de Loffler (Voy. plus loin); si on y joint Tune des 
méthodes de coloration du bacille tuberculeux (n« XVIil) 
et celle de Gram, on sera suffisamment armé pour tout 
ce qui concerne la coloration des coupes ; pour la colo- 
ration des lamelles, on se bornera aussi à un petit 
nombre de méthodes. 

Les substances employées dans les méthodes que 
nous décrivons plus loin sont les suivantes : 



Eau distiUée. 
Alcool absolu. 
Glycérine. 
Acide acétique. 

— chlorhydrique. 

— nitrique 

— suif uri que. 

— ciiromique. 

— phénique. 
.Huile d'aniline. 
Soude. 
Potasse. 

Carbonate de potassium. 
Acétate de potassium . 
lodure de potassium 
Carbonate de lithium. 
Iode. 



Essence de girofle. 

— de bergamote. 

— de cèdre. 
Térébenthine. 
Xylol. 

Baume de Canada. 
Gomme laque. 
Paraffine. 
Fuschine. 

Bleu de méthylène. 
Violet de méthyle, 
— de gentiane. 
Vert de méthyle. 
'Vésuvine (4) 
Picro-carmih. 
Acide gallique. 
Sulfate de fer. 



Toutes les couleurs d'aniline indiquées peuvent être 
conservées en réserve sous fornae de poudres. 

(i) Différentes couleurs d'aniline portant le même nom peuvent 

Srésenter de grandes différences dans leurs propriétés ; il faut 
onc faire grande attention à leur origine et à la marque com- 
merciale des produits. 
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La fuschine, le bleu de méthyle, le violet de méthyle 
et le violet de gentiane peuvent se conserver également 
en solutions alcooliques concentrées : 

N** 1. — 25 grammes de matière colorante pour lOO 
grammes d*alcool absolu ; il reste toujours un abondant 
dépôt de substance en excès non dissoute au fond dui 
flacon. 

La vésuvine (ou le brun de Bismarck) se conserve 
mieux en poudre; mais s'il est nécessaire de garder une 
solution, on la fera : 

N*» 2. — En saturant parties égales d'eau et de glycé- 
rine avec cette substance. 

N° 3. — On préparera les solutions aqueuses immédia- 
tement avant de s'en servir avec de l'eau stérilisée, et on 
aura soin de filtrer. 

Il est commode de conserver de la substance colorante dessé- 
chée sur un petit filtre dans un entonnoir de verre ; quand on 
a besoin d'une très petite quantité de solution, on verse dessus un 
peu d'eau et on recueille au-dessous les quelques gouttes colo- 
rées nécessaires ; on recouvre l'entonnoir d'un capuchon de 
papier pour éviter la poussière. 

Lorsqu'il n'est pas absolument nécessaire d'éviter 
toute trace d'alcool (comme cela le serait, par exemple^ 
pour colorer des microbes vivants), la solution aqueuse,, 
est remplacée sans inconvénient par: 

N*» 4. — L'addition d'une quantité suffisante de la 
solution alcoolique concentrée (rï° 1) à de l'eau stérilisée. 
Cette solution alcoolique diluée se conserve mieux que 
la solution aqueuse, mais il faut encore la renouveler 
une à deux fois par mois ; il est donc préférable de la 
préparer au moment où l'on en a besoin en mettant cinq 
à six gouttes de la solution n° 1 dans un verre de montre 
rempli d'eau distillée. 

Les principaux mordants usités sont : 

a) Solution de 0,01 p. 100 de potasse (Kocb, Lôffler); 

à) Soluton de 5 p. 100 d'acide phénique (Ziehl) ; 
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c) Solution aqueuse d'acide gallique (acide. 20 parties, 
«au 80 parties) ; 

d) N° 5. — Eau d* aniline) solution aqueuse concentrée 
d'huile d'aniline) ; on la prépare en secouant fortement 
dans un tube à essai 1 partie d'huile d'aniline pour 20 
partiesdeau ; on laisse reposer cinq minutes, puis on verse 
dans un filtre humecté préalablement avec de l'eau dis- 
tillée. Le filtrat doit être clair, sinon il faut secouer et 
filtrer de nouveau. 

Les liquides colorants avec mordants dont nous trouve- 
rons Tapplicaton sont : 

N° 6. — Bleuphéniqué de Kûhne: 1, 5 de bleu de méthy- 
lène et 10 d'alcool absolu ; triturer légèrement dans un 
petit mortier avec 100 d'une solution phéniquée à 
5 p. 100, qu'on ajoute goutte à goutte ; quand tout est 
dissout, on met dans un flacon (1). 

N° 7. — Fuschine phéniquée de Ziehl : 

Fuschino , 1 gr. 

Alcool.. 10 » 

Acide phénique 3 » 

Eau 100 » 

N** 8. — Violet de Méthyle et aniline (Ehrlich, Weigerl)- 

Solution alcoolique saturée de méthyl violet... 11 ce. 

Alcool absolu 10 » 

Eau d'auiline 100 >* 

On peut aussi ajouter de la poudre sèche de méthyl 
violet en excès dans l'eau d'aniline. 

N° 9. — Violet de gentiane et aniline (Ehrlich) 

Solution alcoolique saturée de violet de gentiane 5 c. c. 
Eau d'aniline 100 » 

(1) Pour opérer plus vite, on peut avoir à portée une éprou- 
vette à pied, graduée à 20, 22 et 24 centimètres cubes (Voy. 
Fig. 72). 
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N* 10. — Bleu alcalin de Lôffler, 

Solution alcoolique saturée de bleu, de méthy- 
lène 30 ce. 

Solution de potasse caustique à 0,01 p. 100 100 » 

N* 10 bis. — Encre de fuschine de Lôffler. 

Solution aqueuse d'acide gallique (20 p. 80) 10 c. c. 

Solution de sulfate de fer saturée à froid ...... . 5 » 

Solution alcoolique de fuschine 1 » 

Une grande partie des substances énumérées ci-après 
sont employées pour décolorer les préparations. On peut 
employer Teau, Talcool, la glycérine (tous parfaitement 
purs de tout acide), aussi bien que Fessence de girofle, 
Thulle d'aniline, certains acides et certains sels, suivant 
les formules suivantes : 

N« 11. — Acide acétique très dilué (0,5 p. 100 à 1 
p. 100). 

N® 12. — Acide chlorhydrique très dilué (10 gouttes 
pour 500 grammes d'eau). 

N<» 13. — 75 parties d'eau contenant 25 parties d'acide 
nitrique (Ehrlich) ou la même quantité d'acide chlorhy- 
drique ou sulfurique. 

N» 14. — Eau de /t^Atwm (Kûhne). — Six à huit gouttes 
d'une solution aqueuse concentrée de carbonate de 
lithium dans 10 grammes d'eau, pour neutraliser un 
liquide de lavage acide. 

N* 15. — Solution de carbonate de potassium {Koch).. 
— a) Parties égales d'une solution aqueuse saturée et 
d'eau ; ou b) deux parties d'une solution aqueuse h 2 0/0 
et une partie d'alcool absolu (Malassez et Vignal). 

N« — 16. Solution de Gram, 

Iode 1 partie. 

lodure de potassium 2 >* 

EaudistUlée 300 » 
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N» 17. — Alcool dilué (Koeh) 

Alcool 60 parties. 

Eau 40 » 

* (Koch). 

No 18. — Huile d'aniline bleue (Kûhne). — On prend 
sur la pointe d*un couteau un peu de poudre de bleu de 
méthylène, qu'on mélange dans 10 grammes Thuile 
d'aniline clarifiée ; on laisse se déposer Texcès de colorant 
non dissout et on prend quelques gouttes de ce mé« 
lange pour ajouter à de Thuile d'aniline dans un verre 
de montre, jusqu'à concentration suffisante. 

Les différentes manières d'employer ces agents colo-> 
rants ou décolorants, aussi bien que les autres subs- 
tances destinées à durcir, déshydrater, éclaircir et 
monter les préparations^ sont exposées plus au long dans 
la description que nous ferons de plusieurs méthodes 
spéciales. 

Dans les chapitres qui suivent, on suppose que la 
technique microscopique banale est connue. La colora- 
tion se fait ordinairement dans de petits cristallisoirs de 
verre ou dans des verres de montre; plusieurs des cris- 
tallisoirs devront avoir un bord très uni, usé à l'émeri, 
afin qu'on puisse les fermer exactement, en les couvrant- 
avec une plaque de verre, lorsqu'on veut les maintenir 
quelque temps à une température élevée. Le verre dé 
montre est très incommode en raison de son manque de 
stabilité, mais il est indispensable lorsqu'on veut colo* 
rer des coupes en les chauffant au-dessus d'une flamme ; 
dans ce cas, il est commode de placer ces verres sur un 
support, tel qu'on en voit un figure 72; il consiste en 
une bande de métal recourbée, avec trois trous d'un dia- 
mètre un peu inférieur à celui des verres de montre. Ce 
support est également utile, comme on peut le voir dans 
la figure, pour filtrer les solutions. 
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I. — COLORATION DES MICROBES DANS LES LIQUIDES. 

A. Par simple, addition d'un liquide colorant. 

a) On met sur une lame une petite goutte de solution 
aqueuse très diluée (n° 3), de fuschine ou de vert de 
méthyle (Macé); on y mélange, avec un fil de platine, 
une trùs petite quantité de culture ou de tout autre 
liquide contenant des microbes, et on recouvre avec une 



Fig. 7i. — SuppoK m,-Wllique [lour eiltjlin..i.8 cl ïcrrgs de iin.nlre. 

lamelle. Le liquide colorant doit être assez étendu pour 
paraître incolore sur le champ du microscope ; quand la 
solution aqueuse de fuschine est'trës pure et EufTisammenl 
diluée, les micro-organismes restent vivants, et conser- 
vent leurs mouvements, quoique colorés(Salomonsen). 

b) Si l'on place sur une lame et au voisinage l'une de 
l'autre une goutte do culture et une goutte de solution 
colorante assez forte, et si l'on recouvre le tout d'une 
seule lamelle, les deux gouttes se rejoignent, et on peut 
observer dans la même préparation des bactéries & 
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différents degrés de coloration, suivant les zones d^ 
pénétration réciproque des deux liquides. 

c) On peut faire un examen microscopique rapide de& 
différentes colonies développées à la superficie d*une 
plaque de gélatine par le procédé suivant : on prend une 
lamelle bien propre, qu'on applique assez fortement à 
Taide d'une pince, sur toutes les colonies accessibles 
de la culture; des fragments de ces colonies restent 
adhérents à la surface de la lamelle, dont on dépose la 
face enduite sur une goutte de liquide colorant placée 
sur une lame de verre ; on peut alors voir un échantillon 
des différents microbes développés sur la culture et con- 
server la préparation en lutant à la paraffine. 

Weigert a été le premier, en l876, à recommander l'emploi 
d'une couleur d'aniline (violet de méthyle) pour colorer les 
microbes. Peu après, et sans avoir en connaissance de ce travail^ 
nous (Salomonsen) avons préconisé la fuschine comme spéciale- 
ment propre à la coloration des bactéries, et indiqué la valeur de 
ce procédé comme moyen diagnostic dans les examens de sang 
putréfié. L'introduction des couleurs basiques d'aniline dans la 
technique a beaucoup facilité les recherches et la démonstration 
des microbes dans les liquides ; mais en 1878, Koch a fait faire 
un progrès décisif en ce seos, lorsqu'il a imaginé de faire sécher 
en couche mince sur des lamelles les liquides à examiner, ce qui 
permet de les soumettre à l'action des agents chimiques com- 
plexes, qui jouent aujourd'hui un rôle si important. Les avantages 
évidents que présente cette méthode ont fait qu'elle est presque 
exclusivement employée pour les examens de sang, de pus, de cra 
chat; c'est pourquoi nous fia décrirons d'une façon très détaillée 
dans les pages suivantes. Il ne faudrait pas en conclure que les 
procédés de coloration précédemment décrits soient à laisser 
complètement de côté, car ils ont l'avantage de conserver aux 
micro-organismes leur forme intacte, taudis que la dessiccation 
entraîne toujours un certain degré de rétraction. 

B. Coloration des lamelles après dessiccation, 

a) Les lamelles neuves seront soigneusement lavées à 
l'eau chaude, et passées à Talcool absolu, afin d'enlever 
toute trace de graisse. Les lamelles ayant déjà servi 
seront d'abord traitées par un acide minéral fort 
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(chlorhydriaue ou sulfurique), puis lavées à Teau jus- 
qu'à disparition de toute trace d'acide. 

b) Mettre sur une lamelle une goutte du liquide à exa- 
miner et appliquer dessus une seconde lamelle ; presser 
l'une contre l'autre, puis les séparer par glissement, ce 
qui donne .une couche mince sur chacune des deux; on 
peut aussi obtenir cette couche mince en se servant du 
bord d'une lamelle pour étaler uniformément la subs- 
tance sur la seconde lamelle. On laisse alors sécher 
sous une cloche de verre, en ayant soin de placer la face 
enduite en dessus. 

c) On peut accélérer la dessiccation en exposant la 
lamelle à une chaleur très modérée, et on ne poursuit 
l'opération que lorsque cette dessiccation est complète. 

d) Lorsqu'on veut colorer des préparations ainsi 
séchées de sang, de pus, de crachat ou [de tout autre 
liquide contenant de l'albumine, il peut arriver que la 
pellicule formée se détache du verre ou que les albu- 
minoïdes solubles forment des précipités opaques et 
granuleux dans la préparation. Onévite ces inconvénients 
en faisant subir à cette substance une sorte de durcisse- 
ment préalable. 

On met pendant quelques instants la préparation dans 
l'alcool absolu (Koch) ou dans un mélange à parties- 
égales d'alcool absolu et d'éther sulfurique (1). Cette 
méthode conserve mieux les formes des éléments que la 
suivante ; mais comme le temps nécessaire pour obtenir 
un durcissement parfait varie suivant les préparations, 
on préfère le plus souvent Isl méthode d'Ekrlich'^ elle con- 
siste à chauffer la préparation de + lâO** à + 130* pen- 
dant deux à dix minutes. (L'action trop prolongée, une 
heure par exemple, d'une telle température peut faire 
perdre au5f micro-organismes leur faculté de se colorer.) 
Cette chauffe peut être effectuée dans une étuve à stéri- 

(1) On peut aussi éviter la formation des précipités en se ser- 
vant de brun d'aniline (brun de Bismarck ou vésuvine) dissout dans 
la glycérine (n* 2); puis on lave dans la glycérine pure (Koch). 
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liser (Fig. i), mais il est plus commode de suivre le pro-^ 
cédé de Koch^ qui passe la lamelle dans la flamme d'un 
bec de Bunsen; on saisit un coin de la lamelle dans les 
mors d'une pince, la face enduite en haut, et on la passe 
trois fois dans la flamme, en décrivant un mouvement 
circulaire vertical, de façon à ce que chaque fois la face 
' propre de la lamelle affleure à l'extrémité delà flamme ; 
ces mouvements doivent être exécutés dans l'espace do 
trois secondes environ (1). 

(d) Pour la coloration, nous préférons le procédé qui 
consiste à placer la lamelle, la face enduite en bas, à la 
surface du liquide colorant. Le temps nécessaire pour 
que l'action de ce dernier soit complète varie, suivant 
les circonstances, de quelques minutes à vingt-quatre 
heures ; la coloration prolongée à la température de la 
chambre peut être remplacée par une coloration rapide 
à une haute température (Koch,Lôffler). Exemple: n"* 
V, page 184. On place le verre de montre contenant la 
matière colorante avec la lamelle flottant à la surface, 
fiup le support métallique (Fig. 72) et l'on chauffe avec 
une flamme douce, jusqu'à ce qu'on voie s'élever une 
légère vapeur; on retire' alors la lampe pendant quelques 
secondes, et on recommence un plus ou moins grand 
nombre de fois, suivant les cas. Parfois il est bon de 
chauffer le liquide jusqu'à ébuUitîon, vôy. n«IV. 

(e) La décoloration, ou la double coloration, se fait en 

(1) DaDS toutes les maDipulations que nous allons indiquer, il 
faut avoir bien soin de se rappeler quel est le côté de la lamelle 
qui est enduit de la substance desséchée, car souvent la pellicule 
très mince ne peut guère se distinguer à rœil nu ; s'il y a doute, 
on frotte légèrement un coin de la préparation avec la pointe 
d'une aiguille, produisant ainsi des érailiures qui permettent de 
«'y reconnaître. 

On peut conserver les lamelles enduites de substance et séchées, 
C[a'on les ait ou non soumises au durcissement, pendant un temps 
indéfini avant de les colorer; on n'a qu'à lés laisser dans une 
boite à lamelles ordinaire, en interposant entre chacune d'çlles 
un carré de papier de même grandeur, avec indication de l'ori- 
gine. 
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plongeant la lamelle, au sortir de la solution colorante^ 
dans un des liquides énumérés plus haut (p. 174][, choisis 
suivant les cas ; on enlève l'excès de ces décolorants en 
mettant la lamelle sous un courant d'eau distillée, la 
face non enduite en dessus, ou en l'agitant çà et là 
dans un grand cristallisoir rempli d'eau distillée. Ce 
temps de l'opéralioa est des plus délicats, car on ne 
peut donner de règles exactes s'appliquant à chaque 
cas ; ce n'est que l'expérience, le plus souvent, qui peut 
indiquer le temps pendant lequel on doit laisser agir 
les décolorants. 

Une fois cela fait, la préparation peut-être examinée 
dans l'eau distillée ou la glycérine (1). 

[d) Pour monter la préparation dans le baume, on 
sèche la lamelle de la façon suivante : on essuie avec 
un linge fin le côté non enduit de la lamelle, et on la 
place obliquement, le bord inférieur reposant sur un 
papier-filtre, destiné à absorber le liquide qui en découle; 
puis on laisse sécher à l'air. Pour hâter cette dessiccation 
on peut presser la lamelle entre deux feuilles de papier- 
filtre (Ehrlich), puis l'agiter dans l'air, ou encore souffler 
dessus avec une poire en caoutchouc (Kiihne). 

(e) On monte la préparation une fois sèche, dans le 
baume de Canada dissous dans le xylol et contenu dans 
des tubes compressibles (2) on en met une goutte au 

(1) Les préparations colorées avec le brun de Bismarck ou la 
vésuvine (u^ 2) peuvent être montées d'une façon définitive dans 
la glycérine, tandis que cette substance décolore les préparations 
faites avec les autres couleurs d'aniline. D'autre part, une solu- 
tion concentrée d'acétate de potassium (1 :2) assure, d'après Koch 
la conservation des microbes colorés avec le violet et la fuschine, 
et, Ton peut ajouter^ des microbes non colorés, taudis qu'elle est 
mauvaise pour les préparations colorées en brun. 

(2) La térébenthine peut aussi servir à dissoudre le baume, 
mais le chloroforme et le benzol doivent être évités, parce qu'ils 
font disparaître les couleurs d'aniline de même que l'essence de 
girofle. Pour éclaircir les préparations, on se sert de térében- 
tnine, d'essence de bergamote ou d'huile de cèdre : les huiles 
éthérées et l'essence de girofle, spécialement, décolorant les mi- 
crobes. 
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milieu d'une lame de verre et l'on renverse dessus la 
lamelle, qui l'élale par son propre poids. Comme le 
baume xylol demande un certain temps pour durcir et 
fixer solidement la lamelle, il est bon de luter la 
préparation en passant sur les bords plusieurs couches 
d'une solution alcoolique concentrée de gomme laque, 
à laquelle on peut donner une jolie couleur verte en y 
ajoutant un peu de vert de méthyle. 

Pour faire un examen préliminaire d'un liquide con- 
tenant des microbes, on n'a pas besoin d'employer des 
procédés aussi compliqués : une fois la lamelle enduite 
du liquide, séchée et flambée, on colore avec une solu- 
tion alcoolique diluée (n** 3) de bleu de méthyle ou de 
fuschine, on lave dans l'eau distillée et on examine 
immédiatement dans l'eau, ou, après dessiccation, dans 
l'huile de cèdre. Voy. n*» I. 

I — Méthodes de coloration de^ lamelles. 

N" I — Méthode primitive de Kocii. (1878). 

A) Colorer la face enduite et desséchée, pendant quelques 
secondes, ou plus, avec une solution de violet de méthyle ou de 
fuschine (quelques gouttes de la solution alcoolique concentrée 
dans 15 à 20 centimètres cubes d'eau — laver avec de l'eau distillée 
ou la solution d'acétate de potassium (1 : 10) — sécher et monter 
dans le baume. 

B) Colorer avec la vésuvine dissoute dans parties égales d'eau 
et de glycérine — laver et monter dans la glycérine. 

N* II — Bleu de KiIhne 

Colorer pendant cinq minutes dans le bleu phéniqué (u9 6), 
laver & l'eau — décolorer dans l'acide chlorhydrique dilué (n» 12) 
pendant quelques secondes ou plus longtemps, suivant l'épaisseur 
de la pellicule — laver un moment dans l'eau de lithium (n* 14) 
— laver dans l'eau courante pendant quinze secondes — sécher 
avec-la poire de caoutchouc -— chauffer légèrement au-dessus de 
la flamme — éclaircir au xylol et monter dans le baume. 

N" III — Méthode de Gram. 
Colorer pendant trois minutes avec le violet de gentiane ani«- 
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Une (n'' 9) — mettre dans la solution iodée (a* 16} pendant le 
même temps, jusqu'à ce que la préparation soit devenue noire — 
aver dans l'alcool jusqu'à complète dé. coloration — sécher et mon» 
ter dans le baume. 

N» IV — Coloration des bacilles tuberculeux {Koch, Ehrlich, 

Weigert) 

Colorer dans la solution de méthyl-Tiolet-aniline de Weigert 
(n* 8] en chauffant jusqu'à formation de bulles environ cinq mi- 
nutes — décolorer dans un cristallisoir contenant une solution 
d'acide nitrique à 25 p. 100, dans laquelle ou agite la préparation 
pendant cinq secondes au plus — laver immédiatement dans l'al- 
cool à 60 p. 100 (n* 17) Jusqu'à ce qqe la coloration bleue dispa- 
raisse (de une à deux secondes) — colorer de nouveau pendant 
cinq minutes dans une solution aqueuse saturée de vésuvine — 
laver à l'eau — sécher — monter dans le baume. 

N* V. — Coloration des bacilles tuberculeux (Ziehl-Neelsen) . 

Colorer dans la solution de fuschine phéniquée (n** 7} pendant 
trois minute?, en chauffant dans un verre de montre — décolorer 
dans la solution nitrique ou sulfurique à 25 p. 100 pendant quel- 
ques secondes seulement — traiter par l'alcool à 60 p. 100 jusqu'à 
ce qu'il ne reste qu'une teinte rosée — enlever complètement 
l'acide en lavant à grande eau — colorer de nouveau pendant 
quelques minutes dans une solution aqueuse saturée [de bleu de 
méthylène — laver — sécher — éclaircir au xylol •— monter dan? 
le baume. 

Gabbé a simplifié la méthode de Ziehl-Neelsen de la facou sui- 
vante : après coloration à la. fuschine phéniquée, on fait à la 
fois la décoloration et la double coloration en plongeant la la- 
melle pendant une minute dans la solution suivante : 

Bleu de méthylène 2 parties» 

Solution d'acide sulfurique à 25 p. 100 98 » 

Laver à l'eau, sécher, etc. 

COLORATION DES SPORES SUR LES LAMELLES 

Lorsqu'on colore, par les méthodes précédentes, des 
bacilles contenant des spores, ces dernières restent in- 
colores, formant comme des taches claires dans les 
Ji>âtonnets colorés. Cette inaptitude des spores à prendre 
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la matière colorante peut être, corrigée de différentes 
façons, et c*est simultanément que Buchner et Hueppe 
ont montré l'action, dans ce sens, delà chaleur pro- 
longée; tandis que cette action empêche les cellules 
végétantes des microbes de se colorer (Voy. p. 180) elle, 
rend, au contraire, les spores susceptibles de coloration 
par les solutions aqueuses ou alcooliques diluées des 
couleurs basiques d'aniline. 

N» Vï. — Au lieu de passer la lamelle dans la 
flamme trois fois seulement (p. 180), l'y faire passer dix 
fois, ou bien la laisser, pendant quinze à vingt minutes, 
dans l'étuve à + 120» à + 180* — colorer avec une 
solution aqueuse d'une couleur basique quelconque — 
laver etc. 

Les spores sont alors vivement colorées, mais les 
bâtonnets restent incolores. Il y a cependant des 
moyens d'obtenir une double coloration des spores dans 
une teinte, des bâtonnets dans une autre ; oh emploie, 
entre autres, la méthode de coloration d'Ehrlich pour 
les bacilles tuberculeux, en l'appliquant d'une façon 
très énergique : 

N® VI! . — Passer la lamelle dans la flamme trois fois 
seulement — colorer en laissant pendant une heure 
flotter sur la solution chaude de fuschine aniline (p. 181) 
— ;,Iaver à Teau — décolorer dans : acide chlorhy- 
drique 25 et alcool 75 — colorer une seconde fois dans 
la solution aqueuse saturée de bleu de méthylène — 
laver — sécher, etc. 

Il y a, du reste, une grande différence entre les diffé- 
rentes spores pour leur aptitude à prendre les matières 
colorantes. 

COLORATION DES FLAGELLA DBS BACTÉRIES 

Dans certaines espèces de grandes bactéries, par 
exemple les sulfo-bactéries [heggiatoa roseopersinica, 
chromatium Okeniiy bacterium pholometHcum^ etc.), on 
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peut distinguer des flagella à Taîde d'un bon objectif 
et sans autre préparation. 

Mais, dans les espèces plus petites, il faut recourir k 
la coloration. 

Koch fut le premier qui réussit à colorer les flagella 
de certaines bactéries en traitant les préparations des- 
séchées sur lamelles par un extrait aqueux de bois de 
campèche, puis avec Tacide chromique. Mais, avec la 
méthode de Koch, la démonstration des cils vibratils 
n'était possible que chez un nombre très restreint dé 
bactéries mobiles. 

N* VIII. — C'est à Lôffler que nous devons une mé- 
thode de coloration permettant cette démonstration 
chez un grand nombre de bactéries mobiles (peut-être 
chez toutes). Il emploie pour cela comme colorant une 
solution de fuschinc-aniline (n* 8) et comme mordant 
Tencre de fuschine (n* 10 bis); mais, ayant vu qu'il faut 
faire varier le degré d'acidité de ce mordant suivant l'es- 
pèce de bactérie, il prépare deux solutions, qui sont les 
suivantes : 

1* Solution de soude à 1 p. 100. 

2"* Solution d'acide sulfurique (ou acétique) à 1 p. 100. 

L'encre de fuschine, seule, sans addition, colore les 
flagella du spirillum concentricum ; elle colore bien 
aussi les cils du bacille du choléra asiatique si Ton 
ajoute à 16 ce. d'encre une demi-goutte à une goutte de 
la solution sulfurique; pour le bacille typhique, il faut 
1 c.c. de la solution de soude; pour le bacillus subtilis^ 
28 à 30 gouttes; pour le vibrion septique, 36 à 37 gouttes. 

Pour s'exercer à la méthode, Lôffler recommande le 
bacille du lait bleu, dont les cils sont colorables à des 
degrés d'acidité assez variables (de 20 gouttes de solu- 
tion acide à 15 gouttes de solution alcaline par 16 cen- 
timètres cubes d'encre). Voici la méthode à suivre : éta- 
ler la substance en une couche bien mince sur une 
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lamelle très soigneusement nettoyée — passer à la 
flamme (pour éviter de chauffer trop, tenir la lamelle 
entre le pouce et l'index) — mettre sur la face enduite 
une goutte de mordant (encre de fuschine additionnée 
ou non des solutions alcaline ou acide) et chauffer jus- 
qu'à dégagement de légère vapeur, environ une demie à 
une minute, en remuant un peu la lamelle — laver à 
grande eau — puis à l'alcool — mettre une goutte de la 
solution saturée de fuschine aniline — chauffer jusqu'à 
légère vapeur — laver à grande eau — sécher — monter 
dans le baume. 



ÇolOTation des microbes dans les coupes. 

Quand on veut uniquement savoir si un organe quel- 
conque renferme des microbes, il suffit de faire une 
section dans le parenchyme, d'en gratter la surface avec 
la pointe d'un scalpel et d'étaler sur une lamelle le 
liquide ainsi obtenu; mais il est absolument nécessaire 
de faire des coupes, si l'on veut se rendre compte de la 
quantité de micro-urganismes contenus dans les tissus 
et de la distribution qu'ils y affectent. Or, avant que 
AVeigert ait enseigné ses méthodes de coloration in situ^ 
on n'avait aucun moyen de démontrer là présence des 
microbes dans les organes, si ce n'est par l'action des 
acides et des alcalins, d'après les procédés suivants. 

N** IX. — Lorsqu'on traite une coupe fraîche ou durcie 
dans l'alcool par une solution forte d'acide acétique ou 
une solution diluée à 2 p. 100 de potasse caustique ou de 
soude, cette coupe devient absolument transparente, et 
les bactéries seules, résistant à l'action de ces agents chi- 
miques, se distinguent nettement, surtout lorsqu'elles 
forment des amas à l'intérieur ou en dehors des vais- 
seaux; ces agglomérations avaient, du reste, été vues et 
décrites, bien avant qu'on en connût la nature, notam- 
ment par Beckmann, dans les vaisseaux du rein. Plus 
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tard, la réaction par la potasse a joué un rôle important 
dans Tétude de la pyhémie (H. Heiberg), et, tout ré- 
cemment, on Ta encore utilisée çà et là. C'est ainsi qu*on 
remploie pour mettte en évidence les collections de 
bacilles typhiques dans les tissus, et même, avant de 
connaître les recherches de Koch, Baumgarten avait, 
grâce àelle, pu voir les bacilles delà tuberculose. Néan- 
moins, ce procédé a beaucoup perdu de son importance 
depuis la notion des méthodes de coloration. 

Une première condition, pour obtenir de belles pré- 
parations de microbes dan^ les coupes est d'opérer sur 
des tissus bien durcis. 

Dans les organes, pris aussitôt que possible après la 
mort, on coupe des morces^ux de petits diamètres, qu'on 
met dans un grand volume d'alcool absolu, et, lorsque 
la pièce est complètement durcie, on fait des coupes 
aussi minces que possible, suivant les procédés usités 
dans l^s laboratoires (rasoir, microtome, etc.). 

Les méthodes de coloration des coupes sont les 
mêmes, quant aux points essentiels, que celles qu'on 
emploie pour les lamelles; il faut seulement observer, 
en principe, que les coupes, nécessitent une action plus 
prolongée de la matière colorante, qu'elles tolèrent 
moins l'emploi de la chaleur, qu'elles exigent l'emploi 
d'agents décolorants plus énergiques et que la déshy- 
dratation, avant le montage dans le baume, se fait 
rarement par dessiccation, presque toujours par Talcool 
ou l'huile d'aniline (Weigert) (i). 

Pour éviter que ces liquides n'exercent en. même 



(1) Rûhne conseille aussi pour obteDir la différeD dation des 
éiémeDts dans une coupe, de la faire sécher sur une lamelle 
(p. 183), de déposer cette dernière, la face libre en bas, sur 
une plaque de verre, qu'on chaufTe doucement au-dessus d'une 
lampe à alcool, sans dépasser + 30*, jusqu*à ce que la coupe 
devienne transparente; on laisse alors surla plaque chaude pen- 
dant cinq minutes, on éclaircit avec une huile éthérée,.on passe 
au xylol et on monte dans le baume; on évite ainsi de se servir 
d*alcool, dont Faction décolorante est très marquée. 



EXAMEN MICROSCOPIQUE ET COLORATION 489 

temps une action décolorante, Kiihne a récemment 
adopté, comme déshydratant, un liquide coloré lui- 
même avec la même substance employée pour teindre 
les microbes (n* XII). 



Condensateur. — Pour examiner au microscope les 
coupes contenant des bactéries colorées, on a soin 
d'adapter au-dessous de la platine un condensateur; 
celui d'Abbé est le meilleur des modèles connus. 

Kocha,le premier, appelé Fattention sur Timportance 
du condensateur dans les examens de microbes « Grâce 
à cet instrument, dit-il, on arrive à faire abstraction de, 
r « image de structure »,pour en dégager complètement 
r « image colorée. » Il appelle image de structure Ten- 
semble des lignes et des ombres qui sert à reconnaître 
la structure propre des tissus, et qui résulte du passage 
des rayons lumineux à travers. la préparation, dont les 
différents éléments hislologiques (noyaux, fibres, etc.) 
ont des indices de réfraction différents du substratum qui 
les relie entre eux ; par imaqe coloréCy il entend les 
éléments colprés qui, s'ils sont très petits, peuvent être 
masqués par lés précédents. Au moyen du condensateur 
Abbé, ou de tout autre instrument analogue, la prépa- 
ration est éclairée par un cône de lumière si intense que 
les tissus semblent constituer une couche anhiste sur 
laquelle se détachent vivement les parties colorées, 
petites ou grandes. C'est là un avantage dont il est facile 
de se rendre compte : une coupe remplie de bacilles 
colorés de septicémie de la souris peut sembler ne con- 
tenir aucun microbe si on l'examine à l'éclairage ordi- 
naire du miroir concave avec un diaphragme, tandis 
qu'avec un condensateur on y distingue une masse de 
bâtonnets colorés. 

Ce que nous disons ici des coupes est également vrai 
des lamelles, où les microbes sont souvent masqués par 



190 TECHNIQUE BACTÉRIOLOGIQUE 

les cellules dans lesquelles ils sont contenus. Il faut se 
rappeler, d'autre part, que, pour examiner des microbes 
non colorés, il faut toujours employer un diaphragme 
aussi fin que possible, et, si Ton emploie le conden- 
sateur, il faut l'éloigner autant qu'on le peut de la lame, 
ce qui revient au même. 



Méthodes de coloration des coupes. 

PIuBieurs des méthodes suivantes ont déjà été indiquées pour 
la coloration des lamelles ; mais nous les répétons ici, avec les 
modifications propres au maniement des coupes. 

No X, — Méthodb primitive de Wbigert (1876) 

a) Mettre la coupe pendant assez longtemps dans une solution 
forte de violet de méthyle — laver dans l'acide acétique dilué — 
déshydrater dans l'alcool — éclaircir par Tessence de girofle — 
monter dans le baume. 

b) Méthode de Weigert modifiée (1881).— Mettre la coupe dans 
«ne solution aqueuse à 1 p. 0/0 de violet de gentiane B. R. — 
passer à l'alcool absolu — l'essence de girofle, etc.. Weigert recom- 
mande spécialement le violet B. R,, parce qu'il colore les bactéries 
d'une façon plus tenace et résiste à l'action décolorante de l'al- 
cool et de l'essence de girofle. 

N* XI. Méthode de Lofflbr. 

Mettre les coupes pendant quelques minutes dans le bleu de 
méthylène alcalin (n" 10) — passer pendant quelques secondes 
dans l'acide acétique à 0,5 p. 100 — alcool — - huile de cèdre et 
baume. 

Cette méthode est excellente; malheureusement, les préparations 
■ainsi colorées se conservent difficilement. 

N** XII. Méthode universelle de Kûhnb (1). 

Mettre la coupe dans le bleu de méthylène phéniqué (n« 6), 
généralement pendant une demi-heure, mais pendant deux heures 
pour la lèpre — laver dans l'eau distillée — traiter par l'acide 

(1) RUhne, Praktische Anleitung zum mikroskopischen Nachweis 
des Bakterien im tkierischen. Geu;e6e Leipzig, 1888. 
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chlorhydriqiie dilué (no 12) jusqu'à ce que la coloration devienne 
bleu pâle — laver dans Teau de lithium (n** 14) — laisser dans 
l'eau distillée quelques minutes — tremper, pour déshydrater 
dans l'alcool absolu (qu'on peut colorer avec le bleu de méthy- 
lène), — puis dans un godet rempli d'huile d'aniline, colorée 
aussi au bleu, pour déshydrater sans décoloration — laver dans 
l'huile d'aniline pure — éclaircir à la térébenthine - enlever 
toute trace d'huile d'aniline par le xylol et monter dans le baume 
(Lorsqu'il reste de l'huile d'aniline, le baume devient bientôt 
brun ) 

Le point le plus délicat de cette méthode est le traitement 
par l'acide chlorhydrique ; les coupes fines ont seulement besoin 
d'y être trempées, et, dans tous les ca?, il faut les laver bien com- 
plètement à l'eau de lithium aussitôt après, pour arrêter la déco- 
loration. 



N* XllL — Méthode de coloration isolée de Koch. 

a) Après coloration dans une solution aqueuse de fuschine^ 
violet de méthyle ou bleu de méthylène, laver dans une solution 
à moitié saturée de carbonate de potassium (u* 15, a) — puis pas- 
ser à l'alcool, xylol, baume (1 ). 

6) Malassez et Vignal colorent par le bleu de méthylène et 
lavent dans la solution n° 15 6, etc. 

N* XIV . — Méthode de Gram. 

Porter les coupes directement de l'alcool absolu dans le violet 
de gentiane aniline — traiter comme les lamelles, dans la solution 
iodée (n* II!) — lorsque les coupes sont devenues noires, décolo- 
rer presque complètement dans l'alcool absolu — passer à, l'essence 
de girofle — monter dans le baume 

(Voir la modification de Weigert, n® XVIIL) 

En combinant cette méthode avec l'emploi d'une substance qu 
colore les noyaux, comme le carmin, on obtient des doubles colo- 
rations très belles. 

N* XV. — Méthode de Fraenkel (2). 
Mettre les coupes dans le picro-carmin fort pendant une demi- 




microbes 

microcoques, 

dans la glycérine acidufée par l'acide chlorhydrigue . 

(2) Cette méthode permet d'éviter les précipités granuleux 
qui se forment çà et la avec le procédé de Gram. 
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heure — laver dans Teau alcootisée à 50 p. 100 — laisser une demi- 
heure dans une solation non saturée de violet de gentiaoe ani- 
line (quelques gouttes de la solution alcoolique saturée (n* 1) dans 
un verre de montre contenant de Teau d'aniline (n* 5), jusqu'à 
ce que le mélange devienne opaque — transporter directement 
dans la solution iodée pendant trois minutes — dans Falcool, où 
la coloration rouge reparaît en même temps que se fait la déshy- 
dratation — passer à Tessence de girofle — monter dans le 
baume. 

N' XVI. — Méthode de Koch - Ehrlicu - Weiobrt. 

Pour les bacilles de la tuberculose, mettre les coupes dans le 
violet de gentiane aniline (n* 9] pendant douze heures — passer 
en agitant pendant quelques secondes dans la solution d'acide 
nitrique à 23 p. 100 — laver dans Talcool à 60 p. luO, jusqu'à ce 
qu'il n'y ait plus qu'une pâle couleur bleue — coJore'r pendant 
quelques minutes dans une solution aqueuse saturée de vésuvine — 
laver dans Talcool à 60 p. 100 — déshydrater dansTalcool absolu — . 
éelaircirà l'huile de cèdre et monter dans le baume xylol (!}. 

(1] Les bacilles de la tuberculose se colorent aussi par la ' 
metnodu de Kûhne (n* XII) et celle de Gram ; lorsqu'on veut éta- 
blir un diagnostic sûr, il faut décolorer avec les acides minéraux 
forts (Voy. n» XVI et XVU) car c'est cette résistance à l'action 
décolorante des acides minéraux qui distingue le bacille tuber- 
culeux des autres espèces analogues connues. Le bacille lépreux 
a la même propriété, mais il diffère, du précédent en ce qu'il se 
colore rapiaement par une simple solution aqueuse de violet de 
méthyle ou de fuscnine. 

Le soi-disant bacille du smegma résiste également aux acides 
minéraux, mais se décolore rapidement lorsqu'on le soumet en- 
suite à l'action de l'alcool. Ce bacille n'est probablement qu'uue 
espèce de bactérie de la putréfaction qui, ayant cultivé dans le 
smegma, est imprégnée de matières grasses qui font o'bstacJe à la 
coloration, opinion appuyée sur celait que les microbes cultivés 
dans des milieux contenant du beurre ou toute autre substance 
grasse sont modifiés, quant à leur manière de se comporter vis- 
a-vis des matières colorantes (Bienstock). 

D'autre part, le diagnostic du bacille du smegma est encore 
plus difficile d'avec le bacille de Lustgarlen, trouvé dans la syphi- 
lis, mais dont les relations avec cette maladie, ne sont pas encore 
bien établies. L'un et l'autre de ces bacilles, après avoir été 
colorés sur lamelle pendant vingt-quatre heures dans le violet 
de gentiane aniline, restent colorés après avoir été passés quel- 
ques secondes dans une solution de permanganate de potasse à 
1,5 p. 100 et lavés dans de l'eau contenant de l'acide sulfureux. 
Le bacille de la syphilis ne saurait être confondu avec celui 
de la tuberculose, car il est vite décoloré par les acides miné- 
raux. 
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N» XVII. — Méthode de Ziehl-Neelsbn. 

Colorer rapidement les coupes en les mettant un quart d'heure 
dans la fuschine phéniquée (n« 7) ; — agiter pendant quelques 
secondes dans une solution à 25 p. 100 d'acide sulfurique ou ni- 
trique — laver dans l'alcool à. 60 p. 100, jusqu'à ce qu'il ne reste 
plus qu'une pâle couleur rosée — recolorer pendant quelques 
minutes dans une solution aqueuse saturée de bleu de méthy- 
lène — laver, déshydrater et monter (1). • 



CHAMPIGNONS 

Les remarques suivantes sont surtout rédigées d'après 
es indications de 0. Johan-Olsen. 

a) Pour avoir une préparation rapidement faite, sans 
idée de la conserver, on prend un fragment de colonie 
de champignons, on Timmerge dans l'alcool dilué pen- 
quelques minutes, puis dans l'ammoniaque faible; on 
enlève le liquide au moyen de papier buvard, on lave 
dans Feau et on monte dans la. glycérine pour faire 
r examen microscopique. 

b) Pour obtenir une préparation durable, on opère 
de la même manière, après avoir coloré à Tacide osmi- 
que ; on conserve dans une bouteille, soigneusement 
lavée à Talcool et à Téther, et bouchée à Témeri, une 
solution d'acide osmique à 0,5 p. 100; on en met deux 
gouttes dans un verre de montre contenant déjà huit 
gouttes d'eau (ce qui fait environ 0,1 p. 100) et on y 
laisse les champignons pendant un jour entier ; si l'on 
emploie pure la solution à 0,5 p.lOO, quelques minutes suf- 
fisent. On lave ensuite à l'alcool, puis à l'eau distillée et,sila 
préparation est encore trop noire, on décolore par l'am- 
moniaque faible, pour laver ensuite à l'eau et monter 
dans la glycérine. On peut, après l'acide osmique, colo- 
rer la préparation en la laissant un assez long temps 
dans une solution très diluée de safranine. 

(i) Pour la coloration des microbes dans les coupes de gélatine 
durcies, voir Neisser « Centralb, f, Backteriologie », 1888, llï, 506. 

7 
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c) On peut faire des préparations de cultures entières 
(Voy. les cultures sur lame de Brefeld). On choisit pour 
cela une colonie qui ne soit pas trop avancée, on la met 
sur une lame porte-objet et on dépose doucement dessus 
une lamelle; on laisse sécher, ce qui rend la lamelle 
adhérente, au bout de quelques minutes; on dépose au 
bord de cette lamelle un peu de solution d'acide osmi- 
que à 0,1 p. 100, qu'on attire à travers toute la prépa- 
ration au moyen d'un papier buvard placé contre le bord 
opposé de la lamelle. Au bout d'un certain temps, on 
enlève cet acide en faisant passer de l'eau de la même 
manière sous la lamelle ; puis, qu'on emploie ou non la 
safranine, on substitue à l'eau de la glycérine et on 
lute comme d'habitude. On peut se servir de la même 
façon d'alcool et d'ammoniaque au lieu d'acide osmique, 
comme nous l'avons indiqué pour les préparations 
rapides. 

d) Pour rechercher les champignons dans les'coupes, 
Hueppe recommande la méthode du bleu de méthylène 
(n'''* XI et XII); Ribbert préfère la modification suivante 
de la méthode de Gram, imaginée par Weigert : 

N*' XVIII. — Durcir dans l'alcool — colorer la coupe 
en la laissant longtemps dans une solution saturée de 
violet de gentiane aniline (n° 9) — laver dans la solution de 
sel marin à 0,7 p. 100 et mettre la coupe sur la lame — 
enlever l'excès d'eau avec du papier-filtre — mettre 
quelques gouttes de solution iodée (n** 16) sur la coupe 
et l'enlever aussi avec du papier-filtre — laisser tomber à 
la place quelques gouttes d'huile d'aniline pour décolorer 
et déshydrater. Gomme cette huile devient rapidement 
colorée, on la remplace deux ou trois fois par de l'huile 
fraîche, puis on lui substitue du xylol et on monte dans 
le baume. 

e) Aciinomycès. — Pour diagnostiquer simplement la 
présence des nodules d^actinomycès dans du pus ou 
dans une coupe, il suffît de traiter par l'acide acétique 
ou les alcalis et d'examiner dans la glycérine. Pour 



EXAMEN MICROSCOPIQUE ET COLORATION 195 

avoir des préparations colorées, Fraenkel emploie la 
méthode de Gram, en laissant la coupe pendant vingt- 
quatre heures dans la solution de violet de gentiane ani- 
line et pendant un quart d'heure dans la solution iodée. 
La méthode de Gram, modifiée par Weigert(n* XVIII), 
peut également être employée. 



APPENDICE 



PROTOZOAIRES 



Les protozoaires commencent à jouer dans la patho- 
logie humaine un rôle dont on ne se doutait guère il y 
a quelques années. On a trouvé des espèces pathogènes^ 
ou vraisemblablement pathogènes, dans chacune des trois 
classes suivantes : rkizopodesy sporozoaires et infusoires. 

Les grandes différences anatomiques et physiologiques 
qui existent entre ces organismes et. les bactéries exigent 
des méthodes de recherche bien différentes de celles 
qu'on emploie en bactériologie ; nous avons donc trouvé 
utile d'ajouter ici quelques indications élémentaires, des- 
tinées à faciliter aux étudiants la recherche et l'examen 
de quelques types de protozoaires parasites et non 
parasites. 

I. — Rhizopodes. 

• ■ • ■ 

Parmi les différentes formes de rhizopodes, nous ne 
nous occuperons que des : 

Amiàejs, — On en trouve très souvent dans la vase et 
au milieu des plantes macérées au foiid des eaux stag- 
nantes et des aquariums» Pour se procurer des échan- 
tillons d'Amœba termcola^ Vogt et Yung conseillent 
d'agiter les racines des mousses qui croissent sur les murs • 
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et les troncs d'arbres dans un peu d'eau, et d'examiner 
le sable et les parcelles de terre qui se déposent au fond 
du vase. 

Quant aux amibes parasitaires^ on en a trouvé quel- 
quefois dans la bouche (sur les dents) de l'homme (Stein- 
berg, Grassi). Lôsch a le premier observé des amibes 
dans les excréments de l'intestin grêle d'un dysentérique. 
D'après les recherches de Kartulis, vérifiées par Welch, 
ces amibes, qu'on trouve constamment dans les organes 
(intestin, foie) , dans certaines formes de dysenterie, 
seraient réellement l'agent pathogène de la maladie. 

Pour l'examen microscopique des amibes, suivre la 
technique indiquée plus loin pour les Infusoires. 

II. — Sporozoaires. 

Deux groupes de cette classe ont particulièrement 
attiré l'attention des pathologistes : les coccidies et les 
hématozoaires y dont fait partie le parasite de la malaria. 

A. — Coccidies. 

a) Klossia kelicina. — Une espèce de coccidie facile à 
Irouver et permettant souvent d'observer dans une même 
préparation tous les stades de développement du micro- 
organisme est le Klossia helicina, vivant dans le sein 
de Y Hélix hortensis; dans certaines localités, tous les 
individus de cette espèce en sont infectés. Pour voir le 
klossia, on opère comme il suit : écraser d'un coup sec le 
deuxième tour de spire près de l'orifice, enlever les 
débris et dilater cet orifice à l'aide d'une pince; on voit 
alors dans la cavité, une partie du poumon, le péricarde, 
à travers lequel on voit battre le cœur, et, à côté de 
eelui-ci , le rein fusiforme et grisâtre ; saisir avec une 
pince l'extrémité du rein, détacher et couper l'organe 
avec des ciseaux, écraser avec précaution une parcelle du 
tissu rénal pulpeux sur une lame de verre et recouvrir 
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avec une lamelle. Sans autre préparation, on voit facile- 
ment, entre les concrétions et les cellules normales du 
rein, d'autres cellules considérablement dilatées par les 
klossias qu'elles renferment ; on peut voir aussi de 
grands kystes sphériques, remplis de jeunes spores, et 
d'autres kystes dont les parois contiennent déjà des cor- 
puscules falciformes et des noyaux, reliquats de cellules. 
Ces détails sont plus nets si Ton colore par le picro- 
carmin. 

b) Coccldium oviforme et perforans, — Les coccidies 
qui envahissent le foie et l'intestin du lapin, et qu'on a 
trop souvent occasion de voir dans les laboratoires, 
appartiennent vraisemblablement à deux espèces diffé- 
rentes : C. oviforme et C perforans. 

Lorsqu'on délaye dans une goutte de picro-carmin un 
peu de la bouillie jaunâtre contenue dans les conduits 
hépatiques largement dilatés d'un lapin, les plus jeunes 
coccidies (Covi/ormes) s'observent facilement sous forme 
de petits amas protoplasmiques dans l'intérieur des cel- 
lules épithéliales, dont ils refoulent le noyau; les coccidies 
adultes et enkystées se présentent comme des corps ova- 
laires constitués par une masse protoplasmique, entourée 
d'une capsule réfringente ; chez les individus les plus 
développés, cette masse est rétractée en boule. 

Dans l'intestin du lapin, les coccidies (C. perforans) 
peuvent produire des nécroses diphtéroïdes étendues; 
dans l'épithélium détaché des parCies non ulcérées de la 
muqueuse, aussi bien que dans les ulcérations et les 
excréments, on trouve les parasites aux stades intra et 
extra-cellulaires, correspondant exactement à ceux 
décrits pour les coccidies du foie. 

Ces différentes phases du développement des coccidies 
peuvent s'observer facilement en employant les divers 
procédés suivants : 

a. Il suffit de prendre, avec toutes les précautions 
connues d'asepsie, un peu du contenu des conduits 
biliaires malades, de le délayer dans une goutte d'eau 
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stérilisée placée sur une lamelle, qu'on dispose sur une 
lame creuse (Fig. 57), suivant les régies données page 123; 
on peut suivre alors la sporulation de jour en jour. 

p. Si Ton dépose sans précautions spéciales quelques 
coccidies, ou un morceau de foie infecté par elles, dans 
un peu d'eau (KaufFmann), un certain nombre de ces 
parasites formeront des spores; mais, dans ces conditions, 
la putréfaction vient inévitablement entraver le dévelop- 
pement. 

Y- En plaçant les coccidies dans les solutions faibles 
de bichromate de potasse ou d'acide chromique (Stieda, 
Waldenburg), on a de très bons résultats, peut-être à 
cause de Taclion antiseptique de ces substances. 

Le liquide dans lequel on dépose les coccidies pour 
les examiner ne doit avoir que quelques millimètres 
d'épaisseur; plus cette couche est mince, plus la spo- 
rulation est rapide (Balbiani); si Taccès de l'air fait 
défaut, le développement est ralenti ou même empêché. 

Quant aux coccidies intestinales (C. perforans) du 
lapin, il est impossible de les obtenir à l'état de pureté, 
mais leur développement se fait très bien dans les excré- 
ments eux-mêmes : 

8. Si l'on place dads une chambre humide une parcelle 
solide d'excréments de lapin contenant des coccidies 
enkystées, on y trouvera le plus souvent, quelques jours 
après, des spores et des corps fâlciformes. 

e. Pour provoquer la formation de spores dans les 
excréments diarrhéiques ou dans le contenu intestinal 
liquide des lapins infectés, il faut ou les étaler en couche 
mince, ou, suivant l'indication de Ree, faire barboter 
l'air à travers les matières fécales; par ce procédé, Ree 
a réussi à provoquer la sporulation de presque toutes 
les coccidies contenues dans quelques centaines de cen- 
timètres cubes d'excréments, liquides, après trois jours 
de barbotage. 

On peut faire de bonnes et durables préparations de 
"es coccidies sporifères en les plaçant dans une solution 
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d'acide chromique à 2 0/0 (Ree) et en lulant la lamelle 
avec du bitume de Judée. 

Chez l'homme, on n*a trouvé que deux ou trois fois des 
coccidies semblables à celles du lapin, et cela dans deux 
maladies bien caractérisées cliniquement : 

i® La psorospermose folliculaire végétante de Darier 
(Malassez, Darier). 

^"^ La maladie de Paget (Darier, Wickbam). 

Dans la maladie de Paget, on voit facilement les coc- 
cidies à l'intérieur des cellules épidermiques qu'on enlève 
par grattage à la surface des parties eczémateuses de la 
mamelle (Darier). 

Dans un casque nous venons d'observer, la macération 
des lamelles épidermiques pendant vingt-quatre heures 
dans le liquide de Lugol nous a fourni des préparations 
excellentes. Jusqu'à présent, on n'a réussi ni à inventer, 
ni à cultiver ces parasites hors de l'organisme humain. 

Quant aux autres parasites ou corpuscules trouvés 
dans : 

3° Les épitkéliomes (Malassez, Albarran); 

4" Les carcinomes (Thoma, L. Pfeiffer, Sjobring); 

5* Les foies cirrhotiques (Podwyssozsky) ; 

6® Le Molluscum contagiosum (Bollinger, Neisser) ; 
et décrits sous le nom de « coccidies », leur nature est 
encore douteuse ; on a contesté leur nature parasitaire 
(épithéliome) ;.on lésa mie au nombre desmicrosporidies 
(carcinome) et des infusoires flagellés {Molluscum conta- 
giosum). 

B. — Hématozoaires. 

Les différents parasites des globules rouges du sang, 
étudiés spécialement par Danilewsky, et trouvés chez 
plusieurs oiseaux (pie-grièche, chouette), chez la tortue 
des marais, le lézard, la grenouille verte, etc.. forment 
un groupe dont la place, dans la classe des sporozoaires, 
n'est pas encore bien fixée. 

Le parasite de la malaria en fait partie ; il a été dé cou- 
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vert par Laveran, étudié plus tard par Marcliiafava, 
Celli, Golgi, Metschnikoff, Councilman et d'autres. Pour 
se rendre bien compte de leurs différentes formes de 
développement, il faut examiner le sang frais d'après le 
procédé de Laveran ; on a soin d'opérer sur un malade 
impaludique déjà anémique et ne prenant de sulfate 
de quinine à aucune dose au moment de l'examen. 

Dés le début de l'attaque ou un peu avant, on fait une 
piqûre avec une aiguille à l'extrémité du doigt ou au 
lobule de l'oreille, en ayant eu soin de laver préalable- 
ment la peau avec de l'eau et de l'aicool. On applique, 
sur la goutte de sang qui sort, une lame de verre bien 
propre, on recouvre rapidement avec une lamelle et on 
lute à la paraffine dès que la couche de sang est suffi- 
samment mince. On examine avec un grossissement de 
400 à 500 diamètres, en choisissant de préférence les 
points où les globules rouges sont isolés et à plat; on 
n'a ordinairement que très peu de parasites, huit ou 
quinze au plus, et rarement, dans un même champ de 
microscope ; aussi faut-il s'armer de patience pour celte 
recherche, que facilite, du reste, la présence fréquente 
de granulations pigmentaircs dans la plupart des amœbes. 

Les autres stades de développement du parasite, les 
croissants et les corps flagellés, sont beaucoup plus 
faciles à voir; ces derniers cependant ne se trouvent 
qu'exceptionnellement. 

Pour faire des préparations microscopiques durables 
de ces hématozoaires, il faut fixer la couche mince du 
sang à l'aide de l'alcool et colorer avec une solution 
aqueuse de bleu de méthylène. 

C. — Microsporidies. 

Le représentant type de ce groupe est le corpuscule de 
Cornalia, ou le microbe de la pébriney bien connu depuis 
les travaux de Pasteur sur les maladies des vers à soie. 
Balbiani a, le premier, suivi le développement de ce 
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parasite sur des vers à soie artificiellement infectés; on 
broie dans un mortier un papillon contenant des spores 
de microsporidies; on délaye les particules dans de Teau 
et on en fait une bouillie avec laquelle on badigeonne 
des feuilles de mûrier, qu'on donne comme nourriture 
à des vers sains, très jeunes, longs seulement de quel- 
ques millimètres. 

Quelques jours après, on trouvera dans les cellules 
épithéliales et la tunique musculeuse de leur intestin 
de petites masses amiboïdes ; celles-ci proviennent des 
spores, croissent aux dépens des liquides de leur hôte, 
et, après avoir pris une certaine dimension, elles forment 
dans ce milieu de nouvelles spores (corpuscules). 

Suivant L. PfeifFer, on peut voir directement sortir les 
masses amiboïdes des spores en mettant ces dernières 
dans une goutte de bouillon peptonisé ou de sérum, 
placée sur une lame creuse (Fig. 57) à 20\ 

Jusqu'à aujourd'hui, on n'a jamais trouvé dans l'orga- 
nisme humain de microsporidies bien nettes; mais nous 
en avons parlé cependant un peu longuement parce que, 
dans ces derniers temps, on a tendance à leur identifier 
les corpuscules trouvés dans les .carcinomes (Thoma, 
Pfeifîer, Sjôbring) ainsi que dans les cellules épider- 
miques et les vésicules d'herpès zoster et de variole ; la 
nature de ces corpuscules est encore bien douteuse. 

Nous serons très brefs sur les trois autres groupes de 
pporozoaires, qui sont : 

D. — Les Myzosporidies. 
Parasites très répandus chez les poissons. 

E. — Les Sarcosporidies. 

Qu'on a pu voir provoquer des épizooties meurtrières 
chez les animaux domestiques, mais que, le plus sou- 
vent, on a trouvées accidentellement dans les muscles 
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d'animauK parfaitement sains en apparence ; on a pu 
compter dans quelques abattoirs 30 à 40 0/0 des mou- 
tons et des cochons atteints de sarcosporidies (Morat, 
L. Pfeiffer). On voit quelquefois des souris dont les 
muscles sont envahis d'une manière étonnante par ces 
parasites; ceux-ci se présentent à rœil nu comme de 
gros troncs nerveux traversant les muscks en différents 
sens. 

Sur de petits fragments de ces muscles, placés dans 
une goutte de solution à 0,6 0/0 de chlorure de sodium, 
et légèrement comprimés sous la lamelle, les sarcospo- 
ridies se présentent comme de grands tubes, ou sacs 
fusiformes, remplis de petits corpuscules polymorphes, 
qu'on a justement comparés aux corps falciformes des 
coccidies, et qui, à,une température élevée, laissent voir 
des mouvements très distincts. Sur des coupes de muscle 
durci dans l'alcool, il est facile de constater que les 
parasites sont situés dans l'intérieur des faisceaux pri- 
mitifs. 

On a soupçonné que les sarcosporidies pourraient 
jouer un rôle dans la polymyosite aiguë 'progressive, 
mais on n'a jamais réussi à démontrer leur présence 
dans l'organisme humaine. 

F. — Les Grégarines. 

Toutes les espèces connues de grégarines vivent en 
parasites chez les invertébrés ; comme représentants 
facilement accessibles de ce groupe, nous signalerons : 

l"» Le Clepsidrina polymorpka, vivant dans l'intestin 
des vers de farine; pour le voir, après avoir coupé la 
tête et Textrémité postérieure de la larve, on fend son 
tégument; on détache avec des aiguilles le canal intes- 
tinal et on en exprime avec précaution le contenu sur 
une lame ; on y trouvera presque toujours les grégarines 
sous forme de petits cylindres munis d'un noyau et 
animés de mouvements plus ou moins vifs. 
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2*» Le Monocystis du lombric. Dans certaines localités, 
tous les lombrics sans exception sont infectés par ce 
parasite ; il siège dans les vésicules séminales, qu'on 
peut apercevoir à travers la peau, entre le neuvième et 
le quinzième segment, sous forme d'organes blanchâtres 
ou jaunâtres. Pour trouver le parasite, on met à nu les 
vésicules séminales en coupant le ver derrière la région 
susdite et en fendant la peau qui les recouvre ; on vide 
alors sur la lame une goutte du liquide des vésicules ; 
ce liquide contient le plus souvent, outre les cellules 
spermatiques, des grégarines à divers stades de déve- 
loppement (grégarines, kystes, spores naviculaires, 
corps falciformes) (1). 

III. — Infusoires. 

La plupart des infusoires parasitaires vivant dans les 
cavités du corps humain, bouche, canal intestinal, vagin 
(Cercomonas intest irialiSf Trichomonas vaginalis^ etc.),. 
n'ont certainement aucune signification pathologique, 
et le Balantidium coli (Malmsten) fait vraisemblable- 
ment exception à cette règle. Mais, tandis qu'on n'a 
jamais découvert dans le sang de l'homme d'infusoires 
incontestablement pathogènes, on en trouve chez 
quelques mammifères; des infusoires flagellés du genre 
Trichomonas se trouvent en grande quantité dans le 
sang des animaux (cheval, chameau) atteints de surra^ 
sorte d'anémie pernicieuse épizootique des Indes 
(Evans, Lewis). Des flagellés semblables ont été trouvés 
dans le sang du rat, de la marmotte et plusieurs autres 
mammifères. 

(1) Voir, pour l'étude des sporozoaires, les deux monographies 
suivantes : 

Balbiani. Leçons sur les sporozoaires, 1884. 

Bûtschli. Sporozoen (in Bronn : Ctassen und Opnungen des 
ThierreichSf BD, I). 
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La diphtérie des oiseaux est vraisemblablement pro- 
voquée par des infusoires flagellés, identiques aux 
parasites de Yepithelioma contagiosum des oiseaux 
(L. Pfeiffer). 

Pour se familiariser avec Tétude des infusoires, on 
peut commencer par observer les formes non parasi- 
taires dont fourmillent toutes les infusions végétales et 
toutes les eaux Blaguantes. Les mouvements de ces 
organismes sont très vifs et rendent leur examen diffi- 
cile ; pour parer à cet inconvénient, on opère de la façon 
suivante : sous les quatre coins d*une lamelle, on dis- 
pose quatre très petits morceaux d'un mélange de cire 
et de graisse (1 : 5) ; la goutte contenant Tinfusoire est 
située à la partie centrale de la lamelle. A Taide d'un 
grossissement faible, on cherche l'animal en question, 
et, sans le perdre de vue, on appuie lentement et pru- 
demment sur la lamelle jusqu'au moment où l'infusoire 
est assez comprimé pour être immobilisé sans être 
écrasé. On peut alors observer beaucoup de détails mor- 
phologiques et fonctionnels (nucléi, micronucléi, va- 
cuole contractile, etc.). 

Pour faire un examen plus détaillé, il faut employer 
des solutions fixatrices et colorantes, par exemple 
placer une goutte de solution d'acide chromique à 
1 pour 300 ou 1 pour 500 près du bord de la lamelle 
et disposer contre le bord opposé un morceau de pa- 
pier buvard pour attirer le liquide à travers la prépa- 
ration; parle même procédé, remplacer l'acide chro- 
mique par de l'eau distillée, ou encore une solution de 
carmin aluné, qui oolore en rouge les nucléi et les 
micronucléi. 

Lorsqu'il s'agit d'observer des infusoires de l'intestin 
de l'homme ou dés animaux h sang chaud, comme, par 
exemple, le Balantidium coli ou le Megastomum ente- 
ricum^ il faut les rechercher dans les excréments encore 
chauds, immédiatement après leur évacuation, ou bien 
conserver ces matières dans une étuve jusqu'au mo- 
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ment de l'examen, qu'il vaut mieux faire sur platine 
chauffante. 

Si Ton est obligé de transporter les infusoires para- 
sites dans un milieu artificiel, on peut employer une 
solution tiède de chlorure de sodium à 0,6 0/0 ou le 
liquide préconisé par Grassi et SchewiakDff : 0,20 d'al- 
bumine, 1 gramme de chlorure de sodium, 200 gram- 
mes d'eau distillée. 

Pour l'observation continue des infusoires très mo- 
biles, les chambres humides, décrites page 57, sont 
d'un emploi très difficile, souvent même impossible. 
Danilewsky a indiqué une méthode bien simple: il 
renferme l'infusoire dans des tubes capillaires aplatis, 
d'une extrême finesse (0,025 de millim.), qu'il prépare 
de la manière suivante: on chauffe au rouge un tube 
de verre sur un point limité, puis avec une pince forte- 
ment chauffée, on comprime la partie rouge et molle; 
on fait refroidir et, après avoir fondu de nouveau cette 
portion aplatie, on l'étiré en un tube capillaire aussi fin 
que possible (Voy. p. 59). Ce tube capillaire est divisé 
en morceaux de longueur voulue ; on les remplit par 
capillarité du liquide contenant l'animalcule en ques- 
tion. Un ou plusieurs des tubes ainsi préparés sont 
fixés sur une lame au moyen de paraffine, qui ferme en 
même temps les deux extrémités; on peut ainsi fixer 
plusieurs tubes parallèlement. Si on veut laisser une 
certaine quantité d'air dans ces tubes, il faut y introduire 
le liquide par saccades. Lorsqu'on emploie un grossisse- 
ment moyen, on met sur les tubes une goutte d'eau, et 
on recouvre le tout d'une lamelle ; lorsqu'on se sert 
d'un objectif à immersion, la lamelle devient inutile. 
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